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§ (57) Abstract: The invention relates to sequences of a novel variant of the Hepatitis B surface antigen OIBsAg) and to methods for 
fv| detecting, in patient samples, nucleic acids, antigens and antibodies directed against the same. 
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(57) Zusammennissung: Die Erlindung belriffl Sequenzen einer neuen Varianle des Hepatitis B surface Antigens (HBsAG) und 
Methoden zum Nachweis von Nukleinsiiuren, Anligenen und dagegen gerichleten Anlikorpern in Patientenproben. 
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des and Abbreviations") am Anfang jeder regutiiren Ausgabe der 
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Neue Oberflachenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 

Die Erfindung betrifft Sequenzen einer neuen Variante des Hepatitis B surface Antigens 
(HBsAg) und Methoden, diese Genom- und Protein-Variante sowie dagegen gerichtete 
Antikorper aus Patientenproben zu detektieren. 

Die neuen Sequenzen fuhren zu 1 1 im Stand der Technik noch nicht bekannten Aminosaure- 
Austauschen in dern Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) in den Aminosaurepositionen 96 
bis 136 der Aminosauresequenz des surface Antigens, wobei sich 10 Substitutionen in der 
Region der a-Determinante befinden (aa 101 bis aa 180) 

Die Erfindung betrifft auch immunchemische Nachweisverfahren zum gleichzeitigen 
Nachweis dieser neuen HBV - Variante zusammen mit bekannten Varianten/Subtypen sowie 
die Verwendung der neuen Sequenzen in Verbindung mit bekannten Sequenzen zum 
gleichzeitigen Nachweis von HBV-spezifischen Antikorpern. Die Antigen bzw. Antikorper- 
Bestimmungen konnen jeweils in einem Testansatz differenzierend oder nicht- 
differenzierend durchgefuhrt werden. 

SchliefJIich betrifft die Erfindung auch den Nachweis der entsprechenden Nukleinsauren mit 
Hilfe sogenannter Nukleinsaure-Tests (z.B. Polymerase Chain Reaction, PCR) mit Hilfe 
geeigneter Primer sowie die Verwendung der neuen Aminosauresequenzen zur Erzeugung 
von Impfstoffen. 

Das Hepatitis B Virus ist bekanntermaflen der Ausloser einer Vielzahl von Erkrankungs- 
Verlaufen von milden inapparenten Infektionen bis hin zu chronisch aktiven und fulminant 
verlaufenden durch virale Infektionen ausgelosten Leberentzundungen (Virushepatitiden). 

Die chronische Infektion mit HBV stellt mit geschatzten 400 Millionen betroffdnen Menschen 
ein globales Gesundheitsproblem dar (Lee, N. Engl. J. Med. 337; 1733-1745 (1997)). 
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Als geeignetste Prophylaxe fur die weltweit haufig anzutreffende HBV-lnfektion gilt die aktive 
Immunisierung (Stimulation der AntikOrperantwort durch Antigengabe) und auch die passive 
Immunisierung (durch Injektion praformierter Antikorper). 

Das HBV gehort zu den Hepadna-Viren und stellt ein Viruspartikel mit einem Durchmesser 
von 42 nm dar, das aus Kern und Hulle besteht. Das Genom des Virus ist eine 
doppelstrangige, ringformige DNA- Sequenz von etwa 3200 Nukleotiden, die mindestens 
sechs verschiedene virale Gene kodieren (Tiollais et ah, Nature 317: 489-495 (1985)). 
Es liegen vier offene Leserahmen fur die Bildung der viralen Proteine vor. 

Im S-Gen liegt die Information fur das HBV surface Antigen (HBsAg), das auch small protein 
(S) genannt wird. Daneben gibt es auch grdfcere Formen, die als large protein (L) und middle 
protein (M) bezeichnet werden. 

Allen drei Proteinen gemeinsam ist die 226 Aminosauren umfassende S-HBsAg Sequenz 
(Gerlich et al., Viral Hepatitis and Liver Disease, Hollinger et al., William-Wilkens, Baltimore, 
MD, pages 121-134 (1991)). 

Die Proteinregionen vor dem small HBs werden auch Pre-S1 und Pre-S2 bezeichnet, 
umfassen 108 bzw, 55 Aminosauren und sind beide in dem L-Protein (389 Aminosauren) 
enthalten, wahrend das M-Protein nur das Pre-S2 zusammen mit dem S-Antigen umfasst 
(281 Aminosauren). Die Pre-S Proteine weisen unterschiedliche Glykosilierungsgrade auf 
und tragen die Rezeptoren fur die Erkennung der Leberzellen. Sofern nicht anders 
angegeben, beziehen sich die Aminosaurepositionen in dieser Anmeldung auf das S-Antigen 
(226 aa) ohne Pre-S1r und ohne PrerS2-Region. 

Das C-Gen tragt die Information fur das Nukleokapsid Protein, Hepatitis B Core Antigen 
(HBcAg). Die Translation dieses Proteins kann bereits in der Pre-C-region starten und zur 
Bildung von Hepatitis B e-Antigen (HBeAg) fuhren. Das HBeAg weist gegenuber HBcAg eine 
andere Faltung und Immunogenic auf. HBeAg kommt im Gegensatz zu HBcAg frei im 
Serum vor und wird bei positivem Nachweis ais Indikator fur die Bildung von HBcAg und 
damit fur die Bildung infektioser Viruspartikel angesehen. 

Die im Viruspartikel enthaltene Reverse Transkriptions DNA-Polymerase wird von P-Gen 
codiert und fQr das Transaktivator X-Gen wird eine ursachliche Rolle bei der Entstehung von 
HBV-assoziierten primaren Leberzell-Karzinomen diskutiert. 



WO 2004/113370 



-3- 



PCT/EP2004/006516 



Der virale Replikationszyklus von HBV umfasst eine intrazellulare pre-genomische RNA, die 
im viralen Nukleocapsid in die DNA umgeschrieben wird. Da die HBV - eigene Reverse 
Transkriptase DNA- Polymerase uber keine Richtigkeits-Lesefahigkeit verfQgt (proof-reading 
capability), werden mit reiativ hoher Haufigkeit falsche Nukleotide eingebaut. AIs Folge weist 
das HBV eine Mutationsrate auf, die mit ca. 1 Nukleotid/10000 Basen/Infektionsjahr etwa 
dem 10-fachen dessen entspricht, was andere DNA Viren aufweisen (Blum, Digestion 56: 
85-95 (1995); Okamoto et al M Jpn. J. Exp. Med. 57: 231-236 (1987)). 
Daneben treten auch recht haufig Deletionen und Insertionen auf (Carman et al., Lancet 341: 
349-353 (1993)). 

Die resultierende Variability von HBV drQckt sich unter anderem in dem Auftreten von 9 
serologisch definierten Subtypen (Courouce et al M Bibliotheca Haematoiogica 42: 1 (1976) 
und insgesamt mindestens 6 verschiedenen Genotypen aus, die mit A bis F bezeichnet 
werden (Abb. 1 ) und eine geographische Verteilung aufweisen. (Norder et al M J, Gen. Virol. 
73: 3141-3145 (1992), Norder et al., Virology 198: 489-503 (1994)). 

Auderdem werden eine Reihe von Mutanten beschrieben, bei denen 1 Aminosaure oder 
mehrere ausgetauscht vorliegen, fehlen oder Gberzahlig sind. 

Neben naturlicherweise stattfindenden Mutationen (Cooreman et al., Hepatology 30: 1287- 
1292 (1999) kann eine Gabe von HBV Immunglobulinen und / oder eine antivirale Therapie 
(z.B. mit Lamivudine) einen sogenannten Selektionsdruck ausGben, was zum vermehrten 
Auftreten sogenannter "Escape-Mutanten" fuhren und die Auftretens-Wahrscheinlichkeit von 
HBV-Mutanten deutlich erhohen kann (Terrault et al., Hepatology 28: 555-561 (1998); 
Tillmann et al., Hepatology 30: 244-256 (1999); Hunt et al., Hepatology 31: 1037-1044 
(2000). 

Nicht alle HBV-Mutationen fuhren zu replikationsfahigen Viren und oft liegt eine Coexistenz 
von nicht vitalem und replikationsfahigem Virus vor, was auch die Sequenzierungs- 
Genauigkeit von isolierter DNA limitiert oder gar zur Nichterkennung von veranderten 
Sequenzen durch PCR, Klonierungsarbeiten mit anschlieBender Sequenzierung fOhrt, wenn 
diese quantitativ < 10 % der Gesamt-DNA ausmachen (Cooreman et al., J. Biomed. Sci. 8: 
237-247(2001). 
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Demnach ist die Isolierung von Mutanten vorteilhaft, wobei die sich anschliellende 
Identifizierung und Charakterisierung einzelner Mutanten moglicherweise zu verbesserten 
Vakzinen und Diagnostika fuhrt. 

Die Immunantwort nach.einer Infektion mit HBV ist hauptsachiich gegen die sogenannte a- 
Determinante als eine alien Hepatitis B Wen gemeinsame Region des S-Proteins gerichtet, 
die sich auf der Oberflache der Viruspartikei befindet (Gerlich et ah, supra) und die den 
heterogensten Teil der B-Zell-Epitope des S-Gens darstellen. 

Als Bindestellen fOr Antikorper werden nach heutigem Kenntnisstand insgesamt mindestens 
5 sich teilweise uberlappende Epitope auf der a-Determinante zwischen Aminosaure- 
Position 101 und 180 angenommen (Abb. 1 und 2) wie durch die Anwendung von 
monoklonalen Antik6rpern gezeigt werden konnte (Peterson et ah, J. Immunol. 132: 920-927 
(1984)). 

Es handelt sich hauptsachiich urn komplexe Konformations-Epitope, die durch mehrere 
Disulfid-Brucken stabiiisiert werden. Teilweise liegen auch Sequenz-Epitope vor, die mit Hilfe 
synthetisch hergestellter zyklischer Peptid-Strukturen dargestellt werden kCnnen. 

Sogenannte "schutzende Antikorper", die nach einer naturlichen Infektion mit HBV im Serum 
zirkulieren, sind zu 99% gegen die sehr immunogene a-Determinante des HBV- gerichtet 
(Jilg, Vaccine 16: 65-68 (1998). 

Auf diese Tatsache stutzt sich die breite Anwendung der Immunisierung mit Vakzinen, die 
entweder aus Humanserum isoliert oder gentechnologisch hergestellt wurden und die 
Verabreichung von Hepatitis B Immunglobulinen, die humane HBV - spezifische Antikorper 
enthalten. Beide prophylaktischen Strategien beruhen auf dem neutralisierenden Effekt, die 
HBs-spezifische Antikorper nach Bindung an die "a-Loop-Epitope" entfalten (Carman et al., 
Hepatology 24: 489-493 (1996), Muller et al., J. Hepatol. 13: 90-96 (1991) und Samuel et al., 
N. En§l. J. Med. 329: 1842-1847 (1993)). 

Ahnlich beruhen die heute weit verbreiteten Diagnostika auf der Bindung von a-De- 
terminanten-spezifischen Antikorpern an Epitope der a-Determinante. 
So wird bei der im Blutspendewesen weltweit angewendeten HBsAg-Bestimmung mit 
immunchemischen Bestimmungsmethoden im Serum von Spendern zirkulierendes HBV 
Oberflachenantigen mit Antikorpern gegen die a-Determinante (polyklonal oder 
monoklonalen Ursprungs) nachgewiesen und bei positivem Resultat die entsprechende 
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Blutspende verworfen, urn iatrogene HBV Infektionen durch HBV-kontaminiertes Blut zu 
verhindern. Eine weitere Anwendung der HBsAg-Bestimmung liegt im Nachweis einer 
vorliegenden akuten HBV-lnfektion, 

Umgekehrt wird mit der Bestimmung von HBs-spezifischen Antikorpern im Blut von 
Probanden mit einem positiven Bestimmungsresultat von HBsAg-spezifischen Antikorpern 
(Anti-HBs) nachgewiesen, dass entweder eine naturliche Infektion abgelaufen oder dass 
eine durchgefuhrte Vakzinierung erfolgreich verlaufen ist. 

SchlieUIich beruht auch die Nukleinsaure-Testung z.B. mit Hilfe der Poiymerase-Ketten- 
Reaktion ("Polymerase Chain Reaction" = PCR) auf der Verwendung von Primern, die fur die 
HBV Nukleotide spezifisch sind. 

Auf Grund der zentralen Rolle, die die a-Determinante bei der aktiven Immunisierung 
(Vakzinierung mit HBV Antigen), der passiven Immunisierung (Schutz durch HBV -spezische 
Immunglobuline), dem Nachweis von Impferfolg bzw. stattgefundener HBV Infektion (beides 
mittels Bestimmung von HBsAg-spezischen Antikorpern, Anti-HBs)und schlieBlich der 
Sicherheit im Blutspendewesen (HBsAg-Bestimmung und PCR), ist verstandlich, dass in 
Fachkreisen das Auftreten von Mutanten und auch neuen Varianten mit grolSer 
Aufmerksamkeit verfolgt wird. 

Als Konsequenz konnten in der a-Determinante des HBV veranderte aber replikationsfahige 
neue Mutanten und/oder Varianten sowohl das prophylaktische als auch das diagnostische 
Konzept unterlaufen (Brind et al., J. Hepatol. 26: 228-235 (1997), Fischer et al. .Transplant 
Proc. 31: 492-493 (1999), Ghany et al., Hepatology 27: 213-222 (1998), Protzer-Knolle et al., 
Hepatology 27: 254-263 (1998), Carman et al., Gastroenterology 102: 711-719 (1992) und 
Coleman et al., WO 02/079217 A1, (2002)). 

Die Abgrenzung von Varianten und Mutanten des HBV ist nicht scharf, wobei ein 
diesbezuglicher Vorschlag breite Anwendung findet (Carman, J. Viral Hepat. 4 (suppl.1): 11- 
20 (1997). Dem zu Folge soElte die Bezeichnung "Variante" fur naturlicherweise 
vorkommende Subtypen angewendet werden, die ohne bekannte Interferenz durch 
Selektionsdruck (antivirale Therapie und / oder Immunglobulin-Gabe) auftreten und ein 
geographisches Verteilungsmuster aufweisen. 
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Die Charakterisierung und anschliefcende Klassifizierung der Subtypen erfolgt mit Hilfe 
monoklonaler AntikSrper und basiert auf einem veranderten Reaktionsmuster auf Grund des 
Austausches von einer oder wenigen Aminosaure(n). Die Grundlage der Klassifizierung 
stellen die Aminosaurepositionen 122 oder 160 der verbreitetsten HBV Sequenz dar: aa 122 
und aa 160 = Lysin, K. 

Alle Serotypen enthalten die Gruppen-spezifische a-Determinante, wahrend die aa 122 und 
zusatzlich 133 und 134 den d- bzw. r-Subtyp und aa 160 die Zugehorigkeit zum w- bzw r- 
Subtyp bestimmen. Auf dieser Basis iassen sich HBV Subtypen grob in adr, adw, ayr oder 
ayw einteilen, die sich weiter in mindestens 9 Sub-Subtypen unterscheiden Iassen: aywl, 
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adwr2, adw4, adrq+ und adrq- (Swenson et al., J. Virol. Meth. 33: 27- 
28 (1991), Blitz et al. J. Clin. Microbiol. 36: 648-651, Ashton-Rickardt et al., J. Med. Virol. 29: 
204-214 (1989)). 

Da diese Klassifizierung eine serologische Reaktivitat zur Grundlage macht, mulS nicht jede 
Typisierung notwendigerweise eine Variability auf der Aminosaure-Ebene bedeuten, 
weshalb dem Genotyping auf der S-Gen-Ebene der Vorzug gegeben wird (Ohba et al., Virus 
Res. 39:25-34(1995). 

Subtypen treten aus noch nicht bekannten GrQnden in bestimmten geographischen und 
ethnischen Mustern auf. 

Die Bezeichnung Mutation sollte nach Carman Varianten vorbehalten bleiben, die 
ausschlieSlich unter Selektionsdruck wie Vakzinierung oder antivirale Therapie entstehen. Es 
sind bereits viele Mutationen beschrieben worden, von denen manche zu diagnostisch 
falschen Befundungen fuhrten (Carman et al., Lancet 345: 1406-1407) und von denen die 
nachstehend genannten aa-Austausche beispielhaft zitiert werden: 
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Consensus: aa-Position Mutante: 



1 


110 


V 


p 


. 111 


T 


T 


114 


S 


T 


116 


S 


P 


120 


T/S 


T 


123 


A/N 


l/T 


126 


A/S 


Q 


129 


H/R 


KM 


133 


L 


T 


143 


Mil 


D 


144 


H/A/E 


G 


145 


R/A 


A 


157 


R 



Cystein Austausche in den aa-Positionen 107, 124, 137, 147 & 149. 



(Coleman, supra; Okamoto et al., Pediatr. Res. 32: 264-268 (1992); Zhang et al., Scand. J. 
Infect. Dis. 28: 9-15 (1996); Zuckermann et al.', Lancet 343: 737-738 (1994)). 

Oberraschend wurde in einer Humanprobe eines an Leberentzundung erkrankten 
agyptischen Patienten (interne Nummer: 118234, Entnahme vom 02. Okt. 2002) ein 
atypisches Reaktionsmuster von Hepatitis-Markern gefunden. 

Neben dem Krankheitsbild mit Erhdhung der fur eine derartige Infektion typischen 
Leberwerte weisen auch nachgewiesene Hepatitis Core Antikorper der IgM-Klasse auf eine 
akute HBV-lnfektion hin, ohne dass allerdings der HBsAg-Nachweis mit einem zugelassenen 
leistungsstarken HBsAg-ELISA gelang. 

Eine durchgefuhrte PCR ergab Oberraschend ein positives Resultat und das Se- 
quenzierungsergebnis fuhrte vollig Oberraschend zu den in Abb. 3 und 4 dargestellten 
Nukleotid-Sequenzen und den in Abb. 5 und 6 abgebildeten Aminosaure-Sequenzen. 

Aus diesen Sequenzen wird deutlich, dass es sich vollig Oberraschend nicht urn eine 
Punktmutation, d.h. Austausch weniger Nukleotide und auch nicht urn einen moglicherweise 
serologisch zu charakterisierenden Subtyp handeit, da insgesamt n=11 Aminosauren in der 
Region von aa 96 bis 1 80* gegenuber dem Genotyp D substituiert vorliegen. Im Hinblick auf 
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die Haufigkeit der Aminosaure-Substitutionen ist vollig Qberraschend davon auszugehen, 
dass es sich urn einen neuen Wildtyp handelt oder dass die Mutationen so ausgepragt sind, 
dass die Konsequenz eher als neue Variante zu beschreiben ist, die im Folgenden als HDB 
1 1 -Variante bezeichnet wird. 

Die Analyse der besten Obereinstimmung der Aminosauresequenz der a-Determinante mit 
bekannten Sequenzen verweist auf Genotyp D (Abb. 1), Subtyp ayw2 (Abb. 2) von dem sich 
die neue Variante Gberraschend allerdings noch in 11 aa-Positionen unterscheidet. 
Prominentestes Merkmal sind die 10 Substitutionen in der Region wischen aa 103 und 136 
gemalJ Abb. 1, 5 und 6. 

Selbst wenn man die Moglichkeit berucksichtigt, dass eine Koexistenz der neuen HDB 11- 
Variante mit einem bekannten Wildtyp vorliegt, bleibt als Gberraschendes Merkmal die 
charakteristische und neue Sequenz in der Aminosaure-Region aa 114 bis 120 bestehen, die 
mit 6 neuen AminosSure-Sequenzen/ -Substitutionen zu beschreiben ist (Abb, 1). 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Oligo- oder Polypeptid umfassend eine 
Aminosauresequenz, die wenigstens 78% Identitat zu SEQIDNO:14 hat. Die in 
SEQ ID NO: 14 gezeigte Aminosauresequenz entspricht den Aminosaurepositionen 93 bis 
140 des S-Antigens von Hepatitis B, welches insgesamt eine Lange von 226 Aminosauren 
aufweist. Bevorzugte Ausfuhrungsformen betreffen ein Oiigo- oder Polypeptid umfassend 
eine Aminosauresequenz, 'die wenigstens 79 %, wenigstens 80 %, wenigstens 81 %, 
wenigstens 82 %, wenigstens 83 %, wenigstens 84 %, wenigstens 85 %, wenigstens 86 %, 
wenigstens 87 %, wenigstens 88 %, wenigstens 89 %, wenigstens 90 %, wenigstens 91 %, 
wenigstens 92 % ( wenigstens 93 %, wenigstens 94 %, wenigstens 95 %, wenigstens 96 %, 
wenigstens 97 %, wenigstens 98 % oder wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO:14 hat. 

Die Erfindung betrifft auch ein Oligo- oder Polypeptid umfassend eine Aminosauresequenz, 
die wenigstens 93%, wenigstens 94 %, wenigstens 95%, wenigstens 96%, wenigstens 
97%, wenigstens 98% oder wenigstens 99% Identitat zu SEQ ID NO:12 hat. Die in 
SEQIDNO:12 gezeigte Aminosauresequenz entspricht den Aminosaurepositionen 43 bis 
196 des S-Antigens des Hepatitis B-Virus, welches eine Lange von 226 Aminosauren 
aufweist. 
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Die Bestimmung der Identitat zwischen zwei AminosSuresequenzen ist dem Fachmann an 
sich bekannt und kann mit Qblichen Computerprogrammen durchgefuhrt werden. 
Vorzugswei.se wird die Bestimmung der Identitat mit dem Computerprogramm "Bestfit" der 
Genetics Computer Group (Madison, Wl) durchgefuhrt. Die Parameter werden in den 
Standardeinstellungen (default) verwendet. Vorzugsweise wird die am Prioritatstag der 
vorliegenden Anmeldung aktuelle Programmversion verwendet. Ein hoher Prozentwert der 
Identitat bedeutet eine hohe Entsprechung, Gleichheit oder Aquivalenz zweier Sequenzen. 

Das erfindungsgemafie Oligo- oder Polypeptid kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen, in der gegenuber SEQ IDNO:14 null bis 10 Aminosauren substituiert, deletiert 
oder inseriert sind. In der Aminosauresequenz konnen auch 0 bis 9, 0 bis 8, 0 bis 7, 0 bis 6, 
0 bis 5, 0 bis 4, 0 bis 3, 0 bis 2 Aminosauren oder 1 Aminosaure gegenuber SEQ ID NO:14 
substituiert, deletiert oder inseriert sein. Substitutionen konnen auch die 
Aminosaurepositionen betreffen, die den Positionen 96, 103, 114 bis 118, 120, 127, 129 und 
136 des S-Antigens von HBV entsprechen. 

Das erfindungsgemalJe Oligo- oder Polypeptid kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen, in der gegenuber SEQ ID NO:12 null bis 10 Aminosauren substituiert, deletiert 
oder inseriert sind. In der Aminosauresequenz konnen auch 0 bis 9, 0 bis 8, 0 bis 7, 0 bis 6, 
0 bis 5, 0 bis 4, 0 bis 3, 0 bis 2 Aminosauren oder 1 Aminosaure gegenQber SEQ ID NO:12 
substituiert, deletiert oder inseriert sein. 

Das erfindungsgemalJe Oligo- oder Polypeptid kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen, in der gegenuber SEQ ID NO:16 null bis 9 Aminosauren substituiert, deletiert oder 
inseriert sind. In der Aminosauresequenz konnen auch 0 bis 8, 0 bis 7, 0 bis 6, 0 bis 5, 0 bis 
4, 0 bis 3, 0 bis 2 Aminosauren oder 1 Aminosaure gegenQber SEQ ID NO:16 substituiert, 
deletiert oder inseriert sein. 

Das Oligo- oder Polypeptid der vorliegenden Erfindung kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO:12 mit wenigstens 5 aufeinanderfolgenden 
Aminosauren von SEQ ID NO:12 ist, wobei die Teilsequenz wenigstens eine der Positionen 
54, 61, 72, 73, 74, 75, 76, 78, 85, 87 und 94 von SEQ ID NO:12 einschlieBt. Diese 
Aminosaurepositionen entsprechen den Positionen 96, 103, 114 bis 118, 120, 127, 129 und 
136 des S-Antigens von HBV. Vorzugsweise umfasst die Teilsequenz wenigstens 6, 
bevorzugter wenigstens 7, am bevorzugtesten wenigstens 8 aufeinanderfolgende 
Aminosauren der in SEQIDNO;12 gezeigten Aminosauresequenz. In weiteren 
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AusfQhrungsformen umfasst die Teilsequenz wenigstens 9, wenigstens 10, wenigstens 11, 
wenigstens 12, wenigstens 13, wenigstens 14, wenigstens 15, wenigstens 20, wenigstens 
25, wenigstens 30, wenigstens 35, wenigstens 40, wenigstens 45, wenigstens 50, 
wenigstens 55, wenigstens 60, wenigstens 65, wenigstens 70, wenigstens 75, wenigstens 
80, wenigstens 85, wenigstens 90, wenigstens 95 oder wenigstens 100 aufeinanderfolgende 
Aminosauren der in SEQ ID NO: 12 gezeigten Aminosauresequenz. 

Vorzugsweise schlie&t die Teilsequenz zwei, drei, vier, fOnf, sechs, sieben, acht, neun, zehn 
Oder alle elf der Positionen 54, 61, 72, 73, 74, 75, 76, 78, 85, 87 und 94 von SEQ ID NO:12 
ein. 

Das erfindungsgemaGe Polypeptid kann auch ein Fragment eines HBs-Antigens eines 
Hepatitis B-Virus umfassen, wobei das Fragment eine Lange von wenigstens 5 Aminosauren 
hat, das HBs-Antigen an Position 96 Alanin, an Position 103 Isoleucin, an Position 114 
Aianin, an Position 115 Isoleucin, an Position 116 Asparagin, an Position 117 Asparagin, an 
Position 118 Arginin, an Position 120 Glutamin, an Position 127 Threonin, an Position 129 
Histidin und/oder an Position 136 Tyrosin aufweist, und das Fragment Aianin 96, Isoleucin 
103, Aianin 114, Isoleucin 115, Asparagin 116, Asparagin 117, Arginin 118, Glutamin 120, 
Threonin 127, Histidin 129 und/oder Tyrosin 136' umfasst. Das Oligo- oder Polypeptid kann 
ein, zwei, drei, vier, funf, sechs, sieben, acht, neun, zehn oder elf dieser spezifischen 
AminosSurereste einschlieBen. 

Die Mindestlange der erfindungsgemalien Oligo- oder Polypeptide betragt 5, vorzugsweise 
6, bevorzugter 7, am bevorzugtesten 8 Aminosauren. Die Gesamtlange des Oligo- oder 
Polypeptids ist in der Regel 5 bis 1000 Aminosauren, vorzugsweise 6 bis 500 Aminosauren, 
bevorzugter 7 bis 300 Aminosauren, am bevorzugtesten 8 bis 200 Aminosauren. Die Oligo- 
oder Polypeptide konnen auch Fremdaminosauren enthalten, die nicht vom Genom eines 
Hepatitis B-Virus kodiert werden. So konnen Aminosauren enthalten sein, die die Kopplung 
an feste Phasen erleichtem oder die Kopplung an Markierungssubstanzen ermoglichen. Es 
konnen Aminosauren enthalten sein, die aufgrund der Klonierung entstanden sind und bei 
der rekombinanten Expression mit exprimiert wurden. SchlieSIich kann das 
erfindungsgemafte Oligo- oder Polypeptid ein Fusionsprotein sein, das neben von HBV 
abgeleiteten Aminosauren einen Fusionspartner enthalt, z. B. eine "tag"-Sequenz, die die 
Reinigung erleichtert, oder ein Proteinanteil, der die Loslichkeit und/oder Ausbeute bei der 
rekombinanten Expression erhoht. Derartige Fusionspartner sind dem Fachmann an sich 
bekannt. 
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In einer anderen Ausfuhrungsform enthalten die Oligq- oder Polypeptide keine 
FremdaminosSuren, die nicht vom Genom eines HBV kodiert werden. Entsprechend 
bestehen diese Oligo- oder Polypeptide aus einer der oben und/oder in den Anspruchen 
beschriebenen Aminosauresequenzen. 

Das erfindungsgemaUe Oligo- oder Polypeptid ist vorzugsweise immunogen, d.h, es kann 
eine AntikQrperantwort in einem Saugerorganismus induzieren. Oblicherweise enthalt das 
Oligo- oder Polypeptid wenigstens eine antigene Determinante oder wenigstens ein Epitop. 
In einer besonderen AusfOhrungsform enthalt das Oligo- oder Polypeptid ein Epitop, das in 
anderen HBV-Varianten, z. B. in Subtyp ayw2, nicht enthalten ist. 

Vorzugsweise umfasst das Oligo- oder Polypeptid eine der Aminosauresequenzen 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, 
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, 
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:30. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein immunogenes Peptid oder eine Mischung 
immunogener Peptide, enthaltend eines oder mehrere der in dieser Anmeldung 
beschriebenen Oligo- oder Polypeptide. Das immunogene Peptid oder die immunogene 
Mischung kann das/die Oligo- oder Polypeptide alleine oder in Verbindung mit bekannten 
HBV-lmmunogenen enthalten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch NukleinsauremolekQIe, die vom Genom 
der neuen HBV-Variante HDB 11 oder Mutanten davon abgeleitet sind, insbesondere 
NukleinsauremolekQIe, die von dem Gen abgeleitet sind, das HSbAg kodiert. 

Die Erfindung betrifft daher beispielsweise ein Oligo- oder Polynukleotid, das eine 
Nukleotidsequenz, die wenigstens 91% Identitat zu SEQ ID NO:3 hat, umfasst. Die 
Nukleotidsequenz SEQ ID NO:3 kodiert fur die AminosSuresequenz SEQ ID NO:14. 
Bevorzugte Ausfuhrungsformen betreffen ein Oligo- oder Polynukleotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz, die wenigstens 92 %, wenigstens 93 %, wenigstens 94 %, wenigstens 
95 %, wenigstens 96 %, wenigstens 97 %, wenigstens 98 %, oder wenigstens 99 % Identitat 
zu SEQ ID NO:3 hat. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch ein Oligo- oder Polynukleotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz, die wenigstens 95 %, wenigstens 96 %, wenigstens 97 %, wenigstens 
98% oder wenigstens 99% zu SEQ ID NO:1 hat. Die Nukleotidsequenz SEQ ID NO:1 
kodiert fur die Aminosauresequenz SEQ ID NO:12. 

Identitat ist hier definiert als Grad der Gleichheit zwischen zwei Strangen von zwei DNA 
Segmenten. AusgedrQckt wird die Identitat als prozentualer Wert, indem die Anzahl 
identischer Basen zweier zu vergleichender Sequenzen geteilt durch die Lange der kurzeren 
Sequenz und mit 100 multipliziert wird (Smith et al., Adv. Appl. Mathem. 2: 482-489 (1981). 

Die Bestimmung der Identitat zwischen zwei Aminosauresequenzen ist dem Fachmann an 
sich bekannt und kann mit ublichen Computerprogrammen durchgefQhrt werden. 
Vorzugsweise wird die Bestimmung der Identitat mit dem Computerprogramm "Bestfit" der 
Genetics Computer Group (Madison, Wl) durchgefQhrt. Die Parameter werden in den 
Standardeinstellungen (default) verwendet. Vorzugsweise ? wird die am Prioritatstag der 
vorliegenden Anmeldung aktuelle Programmversion verwendet. Ein hoher Prozentwert der 
Identitat bedeutet eine hohe Entsprechung, Gleichheit oder Aquivalenz zweier Sequenzen, 

Diese Bewertung ist auch auf Aminosauresequenzen von Peptiden und Proteinen 
anwendbar (Dayhoff, Atlas of Protein Sequences and Structure, M.O Dayhoff ed. 5 SuppL 3: 
353-358, Nat. Biom. Res. Found., Washington D.C., USA, Gribskov, Nucl. Acids Res. 14 (6): 
6745-66763 (1986). 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Oligo- oder Polynukleotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz, in der im Vergleich zu SEQ ID NO:3 null bis 13 Nukleotide substituiert, 
deletiert oder hinzugefugt sind. In der Nukleotidsequenz konnen auch 0 bis 12, 0 bis 11, 0 
bis 10, 0 bis 9, 0 bis 8, 0 bis 7, 0 bis 6, 0 bis 5, 0 bis 4, 0 bis 3, 0 bis 2 Nukleotide oder 1 
Nukleotid gegenuber SEQ ID NO:3 substituiert, deletiert oder inseriert sein. 

Das erfindungsgemalJe Oligo- oder Polynukleotid kann auch eine Nukleotidsequenz 
umfassen, die eine Teilsequenz von SEQ IDNO:1 mit wenigstens 8 aufeinanderfolgenden 
Nukleotiden von SEQ IDNO:1 ist, wobei die Teilsequenz wenigstens eine der Positionen 
161, 183, 213, 214, 218, 221, 224, 227, 233, 234, 239, 253, 261, 281, 294, 306, 312, 387, 
405 und 408 von SEQ ID NO:1 einschliedt. Vorzugsweise umfasst die Teilsequenz 
wenigstens 9, bevprzugter wenigstens 10, am bevorzugtesten wenigstens 12 
aufeinanderfolgende Nukleotide der in SEQ ID NO:1 gezeigten Nukleotidsequenz. In 



WO 2004/113370 



-13- 



PCT/EP2004/006516 



weiteren AusfQhrungsformen umfasst die Teilsequenz wenigstens 15, wenigstens 18, 
wenigstens 20, wenigstens 25, wenigstens 30, wenigstens 35, wenigstens 30, wenigstens 
35, wenigstens 40, wenigstens 45, wenigstens 50, wenigstens 60, wenigstens 70, 
wenigstens 80, wenigstens 90, wenigstens 100, wenigstens 120, wenigstens 150, 
wenigstens 175, wenigstens 200, wenigstens 250 oder wenigstens 300 aufeinanderfolgende 
Nukleotide der in SEQ ID NO:1 gezeigten Nukleotidsequenz. 

Vorzugsweise schlieGt die Teilsequenz zwei, drei, vier, funf, sechs, sieben, acht, neun, zehn, 
elf, zwolf, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 Oder alle 20 der Positionen 161, 183, 213, 214, 218, 221, 
224, 227, 233, 234, 239, 253, 261, 281, 294, 306, 312, 387, 405 und 408 von SEQ ID NO:1 
ein. 

In einer anderen AusfQhrungsform umfasst das Oligo- oder Polynukleotid eine 
Nukleotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen, vorzugsweise spezifisch, mit einem 
zu der Sequenz SEQ ID NO:1 komplement§ren Polynukleotid hybridisiert. In wiederum 
anderen AusfQhrungsformen umfasst das Oligo- oder Polynukleotid eine Nukleotidsequenz, 
die unter stringenten Bedingungen, vorzugsweise spezifisch, mit einem zu der Sequenz 
SEQIDNO:2, SEQ ID NO:3, SEQIDNO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 und/oder SEQ ID NO:1 1 komplementaren 
Polynukleotid hybridisiert. Verfahren zur Bestimmung, ob eine gegebenes Oligo- oder 
Polynukleotid mit einem anderen Polynukleotid hybridisiert, sind dem Fachmann an sich 
bekannt. Ein spezielles Beispiel fQr "stringente Bedingungen" sind foigende Bedingungen: a) 
16-stGndige Inkubation bei 42 Q C in einer Losung enthaltend 50 % Formamid, 5xSSC (150 
mM NaCI, 15 mM Trinatriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat pH 7,6, 5xDenhardt's Losung, 
10 % ■ Dextransulfat und 20 pg/ml denaturierte, gescherte Lachssperma-DNA; b) 
anschlieBend Waschen in 0,1xSSC bei ungefahr 65 °C. Hybridisierungs- und 
Waschbedingungen sind dem Fachmann an sich bekannt und beispielhaft in Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., 
(1989) angegeben. Eine Nukleotidsequenz hybridisiert spezifisch an ein gegebenes 
Polynukleotid, wenn sie nicht oder wesentlich schwacher an andere Nukleotidsequenzen 
hybridisiert.. Im vorliegenden Fall kann das bedeuten, dass die Nukleotidsequenz nicht oder 
nur schwach an fQr HBsAg kodierende Polynukleotide aus herkdmmlichen HBV-Varianten 
(z. B. Genotyp D, Subtyp ayw2) hybridisiert. 

Die Erfindung betrifft auch ein Oligo- oder Polynukleotid umfassend eine Nukleotidsequenz, 
die fur ein erfindungsgemafies Oligo- oder Polypeptid kodiert, wie es in dieser Anmeldung 
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beschrieben ist. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Oligo- Oder Polynukleotid 
umfassend eine zu den oben beschriebenen Nukleotidsequenzen komplementare 
Nukleotidsequenz. 

Die Mindestlange der erfindungsgemalJen Oligo- oder Polynukleotide betrSgt 6, 
vorzugsweise 8, bevorzugter 10, am bevorzugtesten 12 Nukleotide. Die Gesamtlange des 
Oligo- oder Polynukleotids ist in der Regel 6 bis 3000 Nukleotide, vorzugsweise 6 bis 1500 
Nukleotide, bevorzugter 8 bis 900 Nukleotide, am bevorzugtesten 8 bis 600 Nukleotide. Die 
Oligo- oder Polynukleotide konnen auch Nukleotide enthalten, die nicht vom Genom eines 
Hepatitis B-Virus herstammen. So konnen Nukleotide enthalten sein, die fur bestimmte 
Aminosauren kodieren, die gewQnschte Funktionen erfullen sollen, wie oben beschrieben. Es 
konnen Nukleotide enthalten sein, die aufgrund der Klonierung entstanden sind, z. B. urn 
bestimmte Schnittstellen einzufiihren. SchlielSlich kann das erfindungsgemade Oligo- oder 
Polynukleotid fOr ein Fusionsprotein kodieren, das neben von HBV abgeleiteten 
Aminosauren einen Fusionspartner enthalt, z. B. eine "tag'-Sequenz,* die die Reinigung 
erleichtert, oder ein Proteinanteil, der die Loslichkeit und/oder Ausbeute bei der 
rekombinanten Expression erhoht. Derartige Fusionspartner und die sie kodierende DNA 
sind dem Fachmann an sich bekannt. 

Bevorzugte Oligo- oder Polynukleotide der vorliegenden Erfindung umfassen eine 
Nukleotidsequenz, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQIDNO:1, 
SEQIDNO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 und SEQ ID NO:11. 

Die erfindungsgemaden Polynukleotide kdnnen auch markiert sein, beispielsweise durch 
eine Fluoreszenzmarkierung oder eine radioaktive Markierung. Derartige Polynukleotide 
konnen vorteilhaft in einer Hybridisierungsreaktion oder einer Polymerasekettenreaktion 
(PCR) eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor oder ein Plasmid enthaltend ein Oligo- oder 
Polynukleotid gemad der Erfindung. Das Plasmid kann beispielsweise ein Klonierungsvektor 
sein, der dazu dient, die NukleinsSure in Wirtszellen zu vermehren oder bestimmte 
Restriktionsschnittstellen zur Verfiigung zu stellen. Expressionsvektoren sind Vektoren, die 
die Expression der klonierten Nukleinsaure in Wirtszellen erlauben. Wirtszellen konnen 
verschiedene prokaryontische oder eukaryontische Zellen sein. Prokaryontische Wirtszellen 
sind z. B. bakterielle Zellen wie E. co//-Zellen. Die erfindungsgemaden Expressionsvektoren 
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konnen bestimmte Steuerelemente wie z.B. Promotoren Oder Bindungsstellen fOr 
Repressionsfaktoren enthalten. In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalten die 
Expressionsvektoren einen Nukleinsaureabschnitt, der fur einen Teii eines Fusionsproteins 
kodiert. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls eine Zeile, z. B. eine Wirtszelle, die ein erfindungsgemafJes 
Polynukleotid, Plasmid oder einen. erfindungsgemaRen Vektor enthait. Die Wirtszellen 
konnen unter geeigneten Bedingungen kultiviert werden, so dass eine Transkription der 
enthaltenen Nukleinsaure und nachfolgende Translation stattfindet Die Erfindung betrifft 
auch ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, bei dem man ein Polynukleotid, ein 
Plasmid oder einen Expressionsvektor der Erfindung in Wirtszellen einbringt und die 
Wirtszellen unter Bedingungen kultiviert, die zur Expression des Polypeptids fQhren. 
Gegebenenfalls kann anschliefiend das Polypeptid aus den Wirtszellen gewonnen werden. 
Vorzugsweise findet die Herstellung des Polypeptids in Bakterien, am bevorzugtesten in 
E. co//-Zellen statt. Geeignete Mittel und Bedingungen zur Kultivierung sind beispielsweise in 
Ausubel et al. (1993) "Current Protocols in Molecular Biology" beschrieben. Die Gewinnung 
des exprimierten Polypeptids geschieht nach fur den Fachmann an sich bekannten 
Methoden. Verschiedene Verfahren zur Proteinreinigung sind beispielsweise beschrieben in 
Scopes R. (1994) "Protein Purification: Principles and Practice" (3rd edition) Springer Verlag. 

Die Polypeptide und Peptide der vorliegenden Erfindung konnen jedoch auch chemisch 
durch bekannte Verfahren wie z.B. Festphasensynthese hergestellt werden. Ebenso konnen 
die erfindungsgemafien Polynukleotide durch bekannte Verfahren der chemischen Synthese 
hergestellt werden. Durch chemische Synthese erhaltene Polynukleotidfragmente konnen 
dann auch enzymatisch durch Ligasen verknupft werden. Die erfindungsgemafien Oligo- 
oder Polynukleotide konnen auch durch "site-directed ' mutagenesis" aus bekannten 
Sequenzen hergestellt werden, indem an bestimmten Positionen Punktmutationen eingefuhrt 
werden. Derartige Verfahren sind dem Fachmann an sich bekannt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Antikorper, der an ein erfindungsgemalies Oligo- 
oder Polypeptid bindet. Solche Antikorper konnen auf bekannte Weise hergestellt werden, 
entweder mittels eines Oligo- oder Polypeptids der Erfindung, z. B. eines Peptids mit einer 
der Sequenzen SEQ ID NO:12 bis 30, oder eines Fragments davon (Harlow und Lane (1988) 
Antibodies: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory). Es kann sich urn 
poiyklonale oder rtionoklonale Antikorper handeln, monoklonale Antikorper sind aber 
bevorzugt. Vorzugsweise handelt es sich urn spezifische Antikorper, die gegen das HBsAg 
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der neuen HBV-Variante gerichtet sind, die aber HBsAg aus anderen HBV-Varianten, z. B. 
Genotyp D Subtyp ayw2, nicht erkennen. Solche Antikdrper konnen erhalten werden, indem 
aufgrund eines Sequenzvergleichs der Aminosauresequenzen des neuen HBsAg und 
HBsAg aus bekannten Stammen Peptide ermittelt werden, die spezifisch fur das neue 
HBsAg sind, und diese Peptide zur Herstellung der Antikdrper verwendet werden. Es ist 
auch mdglich, eine Mischung polyklonaler Antikorper herzustellen und sie durch Inkubation 
mit bekanntem HBsAg zu depletieren. In einer anderen Ausfuhrungsform erkennt der 
Antikdrper nicht nur das neue HBsAg, sondern auch bekannte HBsAg-Varianten. Dadurch ist 
es rnoglich, gleichzeitig verschiedene Varianten von HBsAg zu detektieren. 

Der Antikorper der Erfindung kann an ein Oligo- oder Polypeptid binden, das aus einer 
Aminosauresequenz besteht, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, 
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, 
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, 
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:30. Besonders bevorzugt 
bindet der Antikorper an ein Oligo- oder Polypeptid, das aus einer Aminosauresequenz 
besteht, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, 
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, 
SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, 
SEQIDNO:29 und SEQ ID NO:30. In einer besonderen Ausfuhrungsform bindet der 
Antikorper nicht an die a-Determinanten der bekannten HBV-Genotypen A, B, C, D, E und F 
(siehe Abb. 1). In einer besonderen AusfQhrungsform bindet der Antikorper nicht an die a- 
Determinante von HBV Genotyp D, Subtyp ayw2. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein anti-idiotypischer Antikorper, der eine 
Aminosauresequenz eines erfindungsgemafJen Oligo- oder Polypeptids reprasentiert. 
Verfahren zur Herstellung antiidiotypischer Antikorper sind dem Fachmann an sich bekannt. 

Die Erfindung betrifft auch einen Testkit zum Nachweis von Hepatitis B-Viren, enthaltend ein 
erfindungsgemfJes Oligo- oder Polypeptid, ein erfindungsgemalJes Oligo- oder Polynukleotid 
und/oder einen erfindungsgemafJen Antikorper. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf ein immunogenes Peptid oder eine Mischung 
immunogener Peptide, enthaltend ein oder mehrere erfindungsgemafJen Oligo- oder 
Polypeptide alleine oder in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis eines Hepatitis B- 
Antigens, dadurch gekennzeichnet, dass (a) eine Probe mit einem erfindungsgemalJen 
Antikorper unter Bedingungen inkubiert wird, die die Bildung eines Antigen-Antikdrper- 
Komplexes gestatten; und (b) ein Antigen-Antikorper-Komplex, der den Antikorper enthalt, 
nachgewiesen wird. 

Es konnen monoklonale oder poiyklonale Antikorper (oder Mischungen bzw. Fragmente 
davon oder Mischungen von Fragmenten), die mit Epitopen der neuen HBV Variante 
reagieren, dazu verwendet werden, die a-Determinante der erfindungsgemalJen HBV 
Variante in Form der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen davon in 
Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der HDB 11-Variante. 

Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bei denen mit einem 
oder mehreren monoklonaien Antikdrper(n) oder polyklonalen Antikorpern (oder Mischungen 
davon bzw. Fragmenten oder Mischungen von Fragmenten), die spezifisch fQr die a- 
Determinante der HBV Variante sind, Immunkomplexe gebildet oder deren Bildung gehemmt 
werden. 

Eine spezielle AusfQhrung stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar t von dem ein 
mogiiches. Testprinzip im folgenden beispielhaft beschrieben wird, ohne jedoch die 
erfindungsgemafce Idee darauf zu beschranken: 

Bei dem sehr weit verbreiteten sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem geeigneten 
Trager (z.B. Mikropartikel oder Oberflache von Vertiefungen einer Mikrotitrationsplatte) 
immobilisierte Antikorper oder Fragmente davon mit der Untersuchungsprobe inkubiert. An 
die Antikorper gebundenes HBsAg wird nach Entfernen uberschussiger Probe detektiert, 
indem eine weitere Inkubation erfoigt mit Anti-HBs-Antikorpern (monoklonal oder polyklonal 
oder Fragmente bzw. Mischungen dieser Fragmente), die mit einer Sonde versehen sind. Als 
Sonde wird haufig ein Enzym eingesetzt, dessen katalytische Umsetzung (nach Entfernen 
des QberschOssigen Reagenzes) eines geeigneten Substrates zu einer Farbreaktion fQhrt, 
die photometrisch gemessen wird und deren Intensitat dem in der Probe vorhandenen 
HBsAg-Gehait proportional ist. 

Neben dieser speziellen Ausfuhrungsform sind auch Methoden bekannt, die homogener 
Natur sind (d.h. keine bound/free Trennung erfordern), die ganz ohne Sonde auskommen 
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(z.B. Agglutinationsverfahren), mit bloftem Auge auswertbar sind (z.B. radiale 
Immundiffusion) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive isotope oder 
Chemilumineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen (wie z.B. Das Biotin/Streptavidin- 
System). 

All diese AusfGhrungsformen entsprechen dem Stand der Technik, so dass unter 
"Bestimmung von HBsAg der neuen HBV Variante" mit der vorliegenden Erfindung alle 
Verfahren verstanden werden, die sich zum Nachweis von Polypeptidsequenzen Oder 
Antigenen der neuen HBV Variante eignen, ungeachtet ob alleine das HBsAg der neuen 
Variante bestimmt wird oder in Verbindung mit HBsAg von bekannten a-Determinanten 
und/oder bekannten Mutationen in der a-Region. 

Ebenso ist es moglich, aus okonomischen Grunden eine HBsAg-Bestimmung mit einer 
Nachweismethode gegen einen weiteren Analyten (z.B. HIV-Antigen oder die gleichzeitige 
Bestimmung von HBV Varianten-HBsAg und dagegen gerichtete spezifische Antikorper) in 
einem Testansatz (differenzierend oder nicht-differenzierend) zu kombinieren. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpern, die gegen ein 
Hepatitis B-Antigen gerichtet sind, dadurch gekennzeichnet, dass (a) eine Probe mit einem 
erfindungsgemaflen Oligo- oder Polypeptid unter Bedingungen inkubiert wird, die die Bildung 
eines Antigen-Antikorper-Komplexes gestatten; und (b) der Antikorper-Antigen-Komplex, der 
das Oligo- oder Polypeptid enthalt, nachgewiesen wird. 

Eine spezielle Ausfuhrung stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem ein 
mogliches Testprinzip im folgenden beispielhaft beschrieben wird, ohne jedoch die 
erfindungsgemafce Idee darauf einzuschranken: 

Bei dem sehr weit verbreiteten sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem geeigneten 
Trager (z.B. Mikropartikel oder Oberfl^che von Vertiefungen einer Mikrotitrationsplatte) 
immobilisierte Epitop-tragende Polypeptid- oder Protein-Sequenzen mit der 
Untersuchungsprobe inkubiert. An die Epitope gebundene Antikorper werden nach Entfernen 
uberschussiger Probe detektiert, indem eine weitere Inkubation erfolgt mit Epitop-tragenden 
Polypeptid- oder Protein-Sequenzen, die mit einer Sonde versehen sind. Als Sonde wird 
haufig ein Enzym eingesetzt, dessen katalytische Umsetzung (nach Entfernen des 
uberschussigen Reagenzes) eines geeigneten Substrates zu einer Farbreaktion fuhrt, die 
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photometrisch gemessen wird und deren Intensity dem in der Probe vorhandenen 
Antikorpergehalt proportional ist. 

Neben dieser speziellen AusfQhrungsform sind auch Methoden bekannt, die homogener 
Natur sind (d.h. keine bound/free Trennung erfordern), die ganz ohne Sonde auskommen 
(z.B. Agglutinationsverfahren), mit blo&em Auge auswertbar sind (z.B. radiaie 
Immundiffusion) Oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive Isotope oder 
Chemilumineszenz) bzw. mehrerer Sonden • bedienen (wie z.B. Das Biotin/Streptavidin- 
System). 

Ebenso konnen die Polypeptidstrukturen der HBV Variante durch anti-idiotypische AntikSrper 
dargestellt werden oder durch Wahl eines geeigneten Testprinzips auch Varianten- 
spezifische monoklonale oder polyklonale Antikorper zur Bestimmung von Anti-HBs- 
Antikorpern (z.B. in einem kompetitiven Testformat) herangezogen werden. Es ist ebenso 
bekannt, dass durch Wahl des Testprinzips auch eine Differenzierung der Immunglobulin- 
Klassen erfolgen kann (z.B. durch das "indirekte" Verfahren mit einem zweiten Klassen- 
spezifischen Antikorper (z.B. IgG oder IgM spezifisch) mit Sonde oder mit Hilfe des 
sogenannten Anti-pi-Prinzips (IgM spezifisch). Naturlich mQssen die Methoden und 
Materialen (inkl. Sonde und Polypeptidsequenzen) dem jeweiligen Ziel angepafSt werden. 

All diese Ausfuhrungsformen entsprechen dem Stand der Technik, so dass unter 
"Bestimmung von Antikorpern, die fur die a-Determinante der neuen HDB 11-Variante 
spezifisch sind" mit der vorliegenden Erfindung alle Verfahren verstanden werden, die sich 
zum Nachweis von Immunglobulinen und/oder Immunglobulin-Klassen gegen die neue HBV 
Variante eignen, ungeachtet ob alleine der Antikorper gegen die neue Variante gesucht wird 
oder in Verbindung mit Antikorpern gegen bekannte a-Determinanten und / oder bekannte 
Mutationen in der a-Region. 

In einem anderen Verfahren kann eine Hepatitis B-Nukleinsaure nachgewiesen werden. 
Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass (a) eine Probe mit einem 
erfindungsgemafJen Oligo- oder Polynukleotid unter Bedingungen inkubiert wird, die die 
selektive Hybridisierung des Oligo- oder Polynukleotids mit einer Hepatitis B-Nukleinsaure in 
der Probe gestatten; und (b) bestimmt wird, ob Polynukleotidduplexe gebildet wurden, die 
. das Oligo- oder Polynukleotid umfassen. 
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Die Hepatitis B-Nukleinsaure kann auch dadurch nachgewiesen werden, dass (a) eine Probe 
mit wenigstens einem erfindungsgemalJen Oligo- oder Polynukleotid unter Bedingungen 
inkubiert wird, die die selektive Hybridisierung des Oligo- oder Polynukleotids mit einer 
Hepatitis B-Nukleinsaure in der Probe gestatten; (b) eine Polymerasekettenreaktion 
durchgefQhrt wird; und (c) bestimmt wird, ob eine Nukleinsaure amplifiziert wurde. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemalJen Oligo- oder 
Polynukleotids als Primer und/oder als Sonde. Die vorliegenden Nukleotidsequenzen konnen 
benutzt werden, urn Primer und/oder Gensonden herzustellen, weshalb auch Kits, enthaltend 
Primer und/oder Sonden zum Nachweis von HBV Varianten-spezifischer Nukleinsaure 
entweder alleine oder in Verbindung mit bekannten HBV Nukleotidsequenzen in Untersu- 
chungsproben ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. 

Auf Basis der vorliegenden Nukleotidsequenzen konnen Primer entwickelt werden, die in der 
sog. "Polymerase Chain Reaction" (PGR) Verwendung finden. Die PGR steilt eine Methode 
dar, urn eine gewGnschte Nukleotidsequenz einer Nukleinsaure oder eines 
Nukleinsauregemisches zu .amplifizieren. Dabei werden die Primer jeweils spezifisch durch 
eine Polymerase mit der gewunschten Nukleinsaure als Leseraster verlangert Nach 
Dissoziation von dem Originalstrang werden neue Primer hybridisiert und wiederum durch 
die Polymerase verlangert. Durch Wiederhoiung dieser Zyklen wird eine Anreicherung der 
gesuchten Zielsequenz-MolekQle erreicht. 

In Bezug auf Nukleinsauretests (NAT) ist es moglich, Nukleotid-Sequenzen der vorliegenden 
Erfindung zu verwenden, urn DNA- Oligomere von 6-8 Nukleotiden oder grGISer herzustellen, 
die geeignet sind, als Hybridisierungssonden das virale Genom der hier beschriebenen HBV 
Variante in Personen nachzuweisen, die moglicherweise die Virus-Variante tragen, oder z.B. 
im Blutspendewesen Blutkonserven auf Vorhandensein des Varianten-Genoms entweder 
gezielt oder in Kombination mit dem Nachweis von Nukleotidsequenzen bekannter HBV 
Varianten und/oder HBV-Mutatanten zu screenen. 

Ebenso konnen auf Basis der gefundenen Nukleotidsequenzen der neuen HBV Variante 
entsprechende Primer entwickelt werden, die fur die neue Variante spezifisch sind oder 
sowohl die neue Variante als auch im Stand der Technik bekannte Varianten detektieren 
konnen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein isoiiertes Hepatitis B-Virus, das 
ein HBs-Antigen aufweist, das eine Aminosauresequenz mit wenigstens 91 % Identitat zu 
SEQIDN0.12 umfasst. Vorzugsweise umfasst das HBs-Antigen des erfindiingsgemafJen 
Virus die Aminosauresequenz SEQ ID NO:12. SchlielSlich umfasst die Erfindung auch 
Kulturen von Gewebezellen, die mit der erfindungsgemaden HBV-Variante infiziert sind 
ebenso wie die isolierte-HBV Variante selbst Auch eine immunogene Zubereitung, die die 
attenuierte oder inaktivierte HDB 11 -Variante von HBV enthalt, ist Gegenstand der 
Erfindung. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemafien Oligo- oder 
Polynukleotids oder eines erfindungsgerfiaflen Oligo- oder Polypeptids zur Hersteliung eines 
Arzneimittels zur Behandlung oder Vorbeugung einer HBV-Infektion. Insbesondere k6nnen 
die erfindungsgemafien Oligo- oder Polynukleotide bzw. Oligo- oder Polypeptide zur 
Hersteliung eines Impfstoffs gegen HBV verwendet werden. 

Ferner schlieflt die Erfindung auch eine Vakzine ein umfassend ein Polypeptid der 
vorliegenden Erfindung und ein gebrauchliches Adjuvans (z.B. Freund'sches adjuvans, 
Phosphat-gepufferte Saline o.a.). Eine derartige Vakzine kann dazu verwendet werden, urn 
die Bildung von Antikorpern in Saugetieren anzuregen. Ahnlich umfasst die Erfindung ein 
Partikel, das eine Nicht-Varianten spezifische Aminosaure-Sequenz beinhaltet, die eine 
Partikel-Bildung induziert zusammen mit einem Epitop-enthaltenden Polypeptid, das 
spezifisch fur die erfindungsgemalSe HBV Variante ist. 

Die Nukleotidsequenzen der Erfindung kSnnen auch dazu verwendet werden, sog. Antisense 
Oligonukleotide darzustellen (gegebenenfalls fur therapeutische Zwecke). 

Weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung sind die folgenden Gegenstande (1) bis (21): 

(1) Ein isoiiertes Oligo- oder Polynukleotid mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus der 
Gruppe von SEQ ID NO:1 bis SEQ ID NO:11: 
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SEQ ID NO:l 

127 GGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC 

TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT 

ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTAT 

CAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAA 

TGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACCTCTATGTATCCCTACTGTTGCTGTACC 

AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA 

TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTTCCCTTTGTT 

CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGG 588 

SEQ ED NO:2 

277 TTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCA 
GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAA 360 

SEQE)NO:3 

277 TTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCA 
GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGA 
ACC TCTATGTATCCCTACTGTTGCTGTACC 420 

SEQ ID NO:4 

301 CAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGG 
GGACAATGCAAA 366 



SEQ ID NO:5 

301 CAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGG 
GGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACCTCTATGTATCCCTACTGT 
TGCTGTACC 420 



SEQ ID NO:6 

340 GCAATCAACAACAGG 354 



SEQ ID NO:7 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAA 360 
SEQ ID NO:8 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAA 366 
SEQ ID NO:9 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCAC 387 
SEQIDNO:I0 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACC 
TCTATGTATCCCTACTGTTGCTGTACC 420 

SEQ ID NO: 11 

361 TGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACCTCTATGTATCCCTACTGTTGC 
TGTACC 420 



(2) Ein Oligo- oder Polynukleotid nach (1), das zu jeweils mindestens 65 % oder 66 % Oder 
67 % oder 68 % oder 69 % oder 70 % oder 71 % oder 72 % oder 73 % oder 74 % oder 
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75 % oder 76 % Oder 77 % oder 78 % oder 79 % oder 80 % oder 81 % Oder 82 % Oder 
83 % oder 84 % oder 85 % oder 86 % oder 87 % oder 88 % oder 89 % oder 90 % oder 
91 % oder 92 % Oder 93 % oder 94 % oder 95 % oder 99 % oder 97 % oder 98 % oder 
99 % mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe von SEQ ID NO:1 bis 
SEQ ID NO: 11 identisch ist. 

(3) Ein Oligo- oder Polynukleotid nach (1) oder (2), das mit einem Oligo- oder Polynukleotid, 
welches eine zu einer der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe von SEQ ID NO:1 bis 
SEQlDNO:11, kompiementare Sequenz hat, unter stringenten Bedingungen 
hybridisiert. 

(4) Ein isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fQr HBs-Antigen des Hepatitis B-Virus 
kodiert und ein Oligo- oder Polynukleotid nach (1), (2) oder (3) enthalt. 

(5) Ein Fragment eines Oligo- oder Polynukleotids, welches for HBs-Antigen des Hepatitis B- 
Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass das Fragment ein Oligo- oder Polypeptid 
nach (1),(2) oder (3) enthalt. 

(6) Ein isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fur die a-Determinante des HBs- 
Antigens des Hepatitis B-Virus kodiert und ein Oligo- oder Polynukleotid nach (1), (2) 
oder (3) enthalt. 

(7) Ein Primer, der fur ein Oligo- oder Polynukleotid gemail einem der Gegenstande (1) bis 
(6) spezifisch ist. 

(8) Ein Vektor, der mindestens ein Oligo- oder Polynukleotid gemaB einem der Gegenstande 

(1) bis (5) enthalt. 

(9) Eine Wirtszelle, die einen Vektor nach (8) enthalt. 

(10) Ein Oligo- oder Polypeptid welches durch ein Oligo- oder Polynukleotid nach einem der 
Gegenstande (1) bis (5) kodiert wird. 

(11) Isoliertes Oligo- oder Polypeptid, das eine Aminosauresequenz ausgewahlt aus der 
Gruppe von SEQ ID NO: 12 bis SEQ ID NO:30 hat: 
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SEQ ID NO:12 

43 GGTTVCLGQNSQ SPT S NH 
SPT SCPP TCPGYRWMCLR R F 
I I F LPI L LLCL I F L LALL DY 
QGI LPVC PL I PGS AINNRGQ 
CKT CTTT AHGT SMYPYC CC T 
KPS DGNCTCIPIPSSWAFGK 
F LW E'WA SARFSWLSLLVPFV 
QWFVGLSPTVWLSVIW 196. 

SEQ ID NO:13 

93 F LL ALL DYQGI L P VCPL IPG 
S AINNRGQ 120 

SEQ ID NO:14 

93 F L LA L L DYQGI LP VCPL I PG 
S AINNRGQCKTCT T T AH GTS 
MYPYC CC T 140 

SEQ ID NO:15 

-101QGIL P VC P LI PG SA INNRGQ 
CK 122 



SEQ ID NO: 16 

101 QG IL P VC P LI PG SA INN RGQ 

C K TC T T T A HG T S MY PY C C C T 140 

SEQIDNO:17 

114 A I N N R 118 

SEQ ID NO: 18 

110 I P G S A 114 

SEQ ID NO:19 

111 P G S A I 115 

SEQ ID NO:20 

112 G S A I N 116 

SEQ ID No.: 21 

113 S A I N N 117 

SEQ ID NO:22 

115 I N N R G 119 

SEQ ID NO:23 

116 N N R GQ 120 
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SEQ ID NO:24 

117 N R G Q C 121 

SEQ ID NO:25 

118 RGQCK 122 

SEQ ID NO:26 

114 AINNRGQ 120 

SEQ ID NO:27 

114 AINNRGQCK 122 

SEQ ID NO:28 

114 AIN NRGQCKTCTTTAH 129 

SEQ ED NO:29 

114 AIN NRG QC K TC TTTAHGTS M 
Y P Y C C C T 140 

SEQ ID NO:30 

121 CKTCTT TAHGTSMYPYCCCT 140. 

(12) Oligo- Oder Polypeptid gemalJ (10) Oder (11), das zu jeweils mindestens 65% Oder 
66 % Oder 67 % oder 68 % oder 69 % oder 70 % oder 71 % Oder 72 % Oder 73 % Oder 
74 % oder 75 % oder 76 % oder 77 % oder 78 % oder 79 % oder 80 % oder 81 % oder 
82 % oder 83 % oder 84 % oder 85 % oder 86 % oder 87 % oder 88 % oder 89 % oder 
90 % oder 91 % oder 92 % oder 93 % oder 94 % oder 95 % oder 99 % oder 97 % oder 
98 % • oder 99 % mit einer der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe von 
SEQ ID NO:12 bis SEQ ID NO:30, identisch ist 

(13) Isoliertes Polypeptid entsprechend der Sequenz des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Oligo- oder Polypeptid gemafS einem der 
Gegenstande (10) bis (12) enthalt. 

(14) Fragment eines Polypeptids, welches der Sequenz des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus entspricht, dadurch gekennzeichnet, dass das Fragment ein Oligo- oder Polypeptid 
gemaS einem der Gegenstande (10) bis (12) enthalt. 



(15) Isoliertes Polypeptid, welches fur die a-Determinante des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Oligo- oder Polypeptid gemafc einem 
der Gegenstande (1 0) bis (1 2) enthalt. 



WO 2004/113370 



-26- 



PCT/EP2004/006516 



(16) Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, der an HBs-Antigen, enthaltend ein Oligo- 
oder Polypeptid gemafS einem der Gegenstande (10) bis (15) bindet, der an HBs- 
Antigen eines Hepatitis B-Wildtypvirus aber nicht oder wenigstens signifikant schwacher 
bindet. 

(17) Ein anti-idiotypischer Antikorper, der eine Aminosauresequenz gemSB einem der 
Gegenstande (10) bis (15) repraseritiert. 

(18) Testkit zum Nachweis oder zur Bestimmung mittels einer Hybridisierungsreaktion einer 
Nukleinsaure, die fQr eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch ist, 
unter Verwendung mindestens eines Oligo- oder Polynukleotids gemafl einem oder 
mehreren der Gegenstande (1) bis (7). 

(19) Testkit zum immunchemischen Nachweis oder zur immunchemischen Bestimmung 
eines Antigens, das fur eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch ist, 
unter Verwendung mindestens eines monoklonalen oder polyklonalen Antikorpers 
gema&(16). 

(20) Testkit zum immunchemischen Nachweis oder zur immunchemischen Bestimmung 
eines gegen eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus gerichteten Antikorpers 
unter Verwendung mindestens eines Oiigo- oder Polypeptids gemali einem der 
Gegenstande (10) bis (15). 

(21) Immunogenes Peptid oder Mischung immunogener Peptide enthaltend ein oder 
mehrere Oligo- oder Polypeptide gemad einem oder mehreren der Gegenstande (3) und 
(4) alleine oder in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 

Die vorliegende Erfindung umfasst eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die zu mindestens 65 % 
mit SEQ ID NO:1 identisch ist bzw. mit einem Fragment dieser in Abb. 3 und 4 dargesteilten 
Sequenz, das spezifisch zum Komplement der SEQ ID NO:1 bis 1 1 hybridisiert. 

Zusatzlich beinhaltet die vorliegende Erfindung eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die die 
vorliegende erfindungsgemafce Variante der a-Determinante des Hepatitis B surface 
Antigens (HBsAg) in den Aminosauren-Positionen zwischen aa 101 und 180 kodiert bzw. zu 
einem Peptid-Produkt fuhrt, das in der aa-Sequenz zu mindestens 65 % mit der in Abb. 5 
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und 6 dargestellten SEQIDNO:12 iibereinstimmt Oder Fragmenterr davon gemafl 
SEQIDNO:13bis30. 

Des weiteren beeinhaltet die vorliegende Erfindung einen Vektor, umfassend eine oder 
mehrere der genannten Nukleotid-Sequenzen wie auch eine Wirtszelle, die diesen Vektor 
enthalt und eine Methode zur Darstellung eines entsprechenden Polypeptids aus der a- 
Determinante, umfassend die Inkubation der oben genannten Wirtszelle uber Zeiten und 
unter Bedingungen, die fQr die Expression des Polypeptides erforderlich sind. 

Auch Gegensjand der Erfindung sind Antikorper, die mit der in SEQIDNO:12 bis 30 
beschriebenen a-Determinante reagieren, wobei die Bindung bevorzugt in dem Ami- 
nosaurebereich aa 101 bis 150 erfolgt. Die Antikorper konnen polyklonalen oder 
monoklonalen tierischen oder menschlichen Ursprungs sein. 

Eine isolierte HBV Variante ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung, wobei das Virus eine a- 
Determinante aufweist, die den aa-Sequenzen mindestens zwischen Position 101 und 120 
und/oder aa 121 bis140 entspricht; idealerweise beiden genannten Regionen zwischen 101 
und 140. 

Auch eine immunogene Mischung zur Erzeugung polyklonaler oder monoklonaler Antikorper 
ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung umfassend das beschriebene isolierte HBV oder 
ein bzw. mehrere der beschriebenen Poypeptide. 

Die Erfindung beinhaltet auch eine Polynukleotid-Sonde, enthaltend eine HBV Genom- 
Sequenz, welche durch Substitution von Aminosauren zu einer modifizierten a- 
Determinanten fiihrt, die mit der beschriebenen aa-Sequenz der neuen HBV-Variante 
identisch ist oder zu mindestens 65 % entspricht. 

Auch Kits zum Nachweis von Polynukleotiden der HBV-Variante mit Hilfe der genannten 
Sonde wie auch Kits zum Nachweis von HBsAg der Variante bzw. einzelnen Epitopen davon 
und Antikorper, die fQr die Variante oder Epitope davon spezifisch sind, sind ebenso 
Gegenstand der Erfindung, wie die Methoden des Nachweises von Polynukleotiden, Antigen 
und Antikorper, umfassend eine Inkubation zur Bildung entsprechender Komplexe und 
Nachweis dieser Komplexe durch geeignete dem Fachmann bekannte Verfahren. 
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Die Ausfuhrungsformen dieser Kits und Nachweismethoden konnen zum spezifischen und 
alleinigen Nachweis von Nukleotiden und Antigen der HBV-Variante bzw. dagegen 
gerichteter Antikorper ausgelegt sein oder supplements, d.h. den zusatzlichen Nachweis der 
erfindungsgemafcen Varianten-Analyten zu derzeitig bekannten HBV-Nukleotiden, - 
Antigenen bzw. - Antikorpern gestatten. 

Analog kann eine immunogene Mischung von erfindungsgemallen Polypeptidsequenzen 
auch in Verbindung mit bekannten Antigenen z.B. fur die Verbesserung der Wirksamkeit 
einer Vakzine angewendet werden. 



Die vorliegende Erfindung beschreibt eine neue Variante des Hepatitis B Virus (HBV), die 
eine vollig neue a-Determinante als Resultat von Aminosaure-Austauschen in den 
nachfolgenden aa-Positionen der S-HBsAg Sequenz aufweist. FQr die Beschreibung der 
Aminosauren wird der 1 -Buchstaben-Code verwendet: - 

aa von HDB 1 1 aa-Position aa von ayw2/Genotyp D 

I 103 M 

A 114 S 

I 115 T 

N 116 T 

N 117 S 

R 118 T 

Q 120 P 

T 127 P 

H 129 Q 

Y 136 S. 

AuGerdem liegt in Position aa 96 von HDB 1 1 Alanin (A) statt Valin (V) vor 
A 96 V 



Diese aa-Substitutionen lassen sich auf entsprechende Nukieotid-Substitutionen der 
entsprechenden Codons zuruckfQhren. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die fOr die a-De- 
terminante des Virus kodiert (Abb. 3 sowie SEQ ID No.: 1). 

Die Erfindung umfasst auch Nukleotide mit mindestens 65 % Obereinstimmung, bevorzugt 
mindestens 75% Obereinstimmung und besonders bevorzugt mit mindestens 90% 
Obereinstimmung mit der Nukleotid-Sequenz der vorliegenden Erfindung bzw. Fragmenten 
davon sowie dazu komplementSre Sequenzen. 

Die Erfindung umfasst auch Polypeptide, die von oben beschriebenen Nukleotid-Sequenzen 
kodiert werden, insbesondere solche Aminosauresequenzen, die die a-Determinante des 
HBsAg bestimmen und Polypeptide, die mindestens eine Ahnlichkeit von 65 %, bevorzugt 
75 % und noch bevorzugter 95 % zu diesen Sequenzen aufweisen. 

FOr die Beschreibung der vorliegenden Erfindung wird unter einem Nukleotid-Fragment eine 
konsekutive Folge von mindestens 8 oder 9, bevorzugt 9-15, besonders bevorzugt 15-21 und 
sogar ganz besonders bevorzugt 21-60 Nukleotide aus der Nukleotidsequenz der neuen 
HBV-Variante verstanden, wobei auch Mischungen derartiger Nukleotid-Fragmente umfasst 

sind. 

Unter einem Polypeptid-Fragment wird eine Folge von mindestens 3, bevorzugt 3-5, 
besonders bevorzugt 5-7 und sogar ganz besonders bevorzugt 7-20 Aminosauren aus der a- 
Determinante der neuen HBV-Variante verstanden, wobei auch Mischungen derartiger 
Polypeptid-Fragmente unter diese Erfindung fallen. 

Unter die vorliegende Erfindung fSHt auch eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die hybridisierbar 
ist und zu Nukleotid-Sequenzen fuhrt, die den Nukleotidsequenzen des HBsAg der neuen 
HBV Variante oder Teilen der a-Determinante der neuen HBV Variante entsprechen, 
komplementar dazu sind oder als Subtyp oder Mutation auf HDB 11 zuruckzufuhren sind. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass eine Nukleotidsequenz nach deren Isolierung nach 
Methoden gemalS Stand der Technik in prokaryontische (z.B. E. coli), eukaryontische 
Wirtszellen (z.B; Chinese Hamster Ovary Cell) oder Hefe (z.B. S. Cerevisiae) mit Hilfe eines 
Vektors oder Konstruktes eingebracht werden konnen (mit dem Fachmann bekannten 
Methoden wie z.B. Transfektion, Transformation oder Elektroporation: Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2 nd ed., Vol. 1-3, ed Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory 
Press (1989), wobei transients oder permanente Kulturen angewendet werden konnen. 
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Demzufolge umfasst die vorliegende Erfindung isolierte Nukleotidsequenzen der a- 
Determinante der neuen HBV Variante, Polypeptide, die durch diese Nukleotide kodiert 
werden, Vektoren, die Nukleotidsequenzen der a-Determinante der neuen HBV Variante 
enthalten wie auch die Wirtszelle, in die ein Vektor gebracht wird. Neben der Darstellung von 
Polypeptiden mit Hilfe eines Expressions-Systems (rekombinant oder gentechnologisch) ist 
dem Fachmann bekannt, dass analoge Polypeptid-Strukturen auch vollsynthetisch oder 
direkt durch Reinigung aus der Virusvariante hergestellt werden konnen. 

Es ist mogiich, die Polypeptide oder Proteine der neuen HBV Variante zur Erzeugung von 
monoklonalen und/oder polyklonalen Antikorpern zu verwenden, die immunologisch an 
Bindestellen (Epitope) der a-Determinante der neuen HBV Variante binden. Die Methoden 
zur Darstellung von Antikorpern sind dem Fachmann bekannt (z.B. Koehler et al., Nature 
256-494 (1975), Mimms et al M Vi. 176: 604-619 (1990). 

Ferner ist es mogiich, die a-Determinante der erfindungsgemaBen HDB 1 1 -Variante in Form 
der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen davon fur die Bestimmung von gegen die HBV 
Variante gerichteten Antikorpern (Anti-HBs-Antikorpern) zu verwenden (siehe oben). 

Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bei denen mit 
Polypeptiden aus der a-Determinante der HBV Variante und Antikorpern tierischen oder 
menschlichen Ursprungs Immunkomplexe gebildet oder deren Bildung gehemmt werden. 

SchlieBlich ist es mogiich, monoklonale oder polyklonale Antikorper (oder Mischungen bzw. 
Fragmente davon oder Mischungen von Fragmenten), die' mit Epitopen der neuen HBV 
Variante reagieren, dazu zu verwenden, die a-Determinante der erfindungsgemaBen HBV 
Variante in Form der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen davon in 
Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der HDB 11-Variante. 

Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bei denen mit einem 
oder mehreren monoklonalen AntikGrper(n) oder polyklonalen Antikorpern (oder Mischungen 
davon bzw. Fragmenten oder Mischungen von Fragmenten), die spezifisch fur die a- 
Determinante der HBV Variante sind, Immunkomplexe gebildet oder deren Bildung gehemmt 
werden. 
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Ebenso konnen auf Basis der gefundenen Nukleotidsequenzen der neuen HBV-Variante 
entsprechende Primer entwickelt werden. 

SchlieBlich sind auch diagnostische Reagenzien a!s Kits Gegenstand der Erfindung, die 
basierend auf den oben beschriebenen Verfahren einen Nachweis von HBV Varianten- 
spezifischem Antigen (HBsAg) Oder dagegen gerichtete AntikOrper (Anti-HBs), entweder als 
singulare Bestirnmungen oder miteinander oder mit anderen bekannten HBV-Antigen bzw. 
spezifisch damit reagierenden Antikdrpern bzw. auch mit ganz anderen Analyten 
kombinierbar. 

Die vorliegende Erfindung ist daruber hinaus in den Patentanspruchen beschrieben. 
Beschreibung der Abbildungen: 

Abb. 1 stellt eine Obersicht der Aminosaure- Sequenzen der a-Determinante von 6 
beschriebenen Genotypen des HBV im Vergieich zu HDB 11 dar. 

In Abb. 2 sind die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen der a-Determinante sowie 
unmittelbar benaehbarter Regiohen des Genotyps D, Subtyp ayw2 von HBV dargestellt. 

Abb. 3 zeigt die Nukieotid-Sequenz der a-Determinante des HBV surface Antigens fur 
Subtyp ayw2 des Genotyps D von HBV im Vergieich zur Nukieotid-Sequenz von HDB 11. 

Abb. 4 fasst die Translations-relevanten Abweichungen der Nukieotid-Sequenz von HDB 11 
zusammen. 

In Abb. 5 wird die Nukieotid-Sequenz von HDB 11 in der Region der a-Determinante sowie 
die entsprechende Aminosaure-Sequenz dargestellt. Die a-Determinante befindet sich 
zwischen Aminosaure No. 101 und 180 des kleinen HBsAg (Small, S). 

Abb. 6 zeigt die entsprechende Polypeptid-Sequenz der a-Determinante von HDB 11, die 
von der in Abb. 5 beschriebenen Nukieotid-Sequenz kodiert wird. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die vorliegende Erfindung naher, ohne dass die 
Erfindung auf die beschriebenen Beispiele beschrankt ist. 
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Beispiel 1 : HBsAg-Bestimmung mittels Enzymimmunoassay, EIA 

Zur Bestimmung des surface Antigens von HBV, HBsAg im Blut des agyptischen Patienten 
wurde der Enzymimmunoassay Enzygnost ® HBsAg 5.0 der Fa. Dade Behring GmbH, 
Marburg Deutschland angewendet. 

Es handelt sich urn einen in Europa zugelassenen und leistungsfahigen Test, der den 
Angaben der Packungsbeilage gemad abgearbeitet wurde. 

Das zu Grunde iiegende Testprinzip ist ein sogenannter Sandwich Test im Mikrotiterplatten- 
Format: 

100 (jl der zu untersuchenden Probe werden in einem Einschritt-Verfahren mit 25 pi 
Konjugat 1 (monokionaie HBsAg spezifische AntikGrper von der Maus, die kovalent mit Biotin 
markiert sind) und immobiiisierten HBsAg-spezifischen polyklonalen Antikorpem vom Schaf 
in Kontakt gebracht. Nach 60-minatiger Inkubation bei 37°C und Entfernen uberschQssiger 
Komponenten durch 4-maliges Waschen der Platten-Kavitaten werden 100 pi Konjugat 2 
zugegeben, das aus Streptavidin besteht, an das das Sonden-Enzym Peroxidase kovalent 
gebunden ist. 

Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C und Entfernen uberschQssiger Komponenten durch 
4-maliges Waschen der Platten-Kavitaten werden 75 pi Chromogen-Puffer/Substrat-Losung 
zugegeben, gefolgt von einer 30-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die Entwicklung 
des blau gefarbten Tetramethylbenzidin-Farbstoffes wird durch Zugabe von 75 pi Stoplosung 
(Schwefelsaure) unterbrochen und der Farbstoff bei 450 nm photometrisch gemessen. 

Die Intensitat der Farbentwicklung, gemessen an der optischen Dichte (O.D.) ist dem Gehalt 
der Untersuchungsprobe an HBsAg direkt proportional, wobei ein O.D. Wert von kleiner als 
dem Grenzwert als HBsAg-negativ bewertet wird. Der Grenzwert ist definiert als der O.D.- 
Mittelwert der parallel getesteten Kontroiie, negativ (im Testkit enthalten), zu dem ein 
konstanter Betrag von 0,05 O.D. addiert wird. 

Die Nachweisgrenzen des zur Untersuchung herangezogenen Lots (# 32874) wurden mit 
den international akzeptierten Standardpraparationen des Paul-Ehrlich-lnstitutes, Langen 
Deutschland zu 0,012 ng ad-Subtyp/ ml bzw. 0,015 ng ay-Subtyp / ml in parallelen 
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Versuchsansatzen aus Testungen von Verdunnungen der Standardpraparationen in HBsAg- 
negativem Serum durch graphische Interpolation ermittelt. 

Die Untersuchung der Probe # 118234 (Entnahme vom 02. Old. 2002, aus der auch die 
DNA-lsolierung vorgenommen wurde) brachte in 2 unabhangigen Versuchen an zwei 
verschiedenen Tagen Ergebnisse von 0,04 und 0,05 O.D., die den Kriterien des Testes 
entsprechend als HBsAg-negativ zu interpretieren sind. Die mitgefuhrte Kontrolle, positiv (im 
Testkit enthalten) war dagegen ebenso positiv (Validierungskriterien erfulit) wie die 
erwShnten ad- und ay-Standardpraparationen. 

Beispiel 2: Isolierung der HDB 11- DNA aus Probe # 118234 

Aus einem 200 pi-Aliquot der agyptischen Probe wurde die DNA isoliert, indem der QIA 
amp® DNA Blood Mini Kit der Fa. Qiagen, Hilden Deutschland) angewendet wurde. Dabei 
wurden alle Verfahrensschritte wie in der Packungsbeilage beschrieben befolgt und die 
Elution in einem Volumen von 50 \)\ vorgenommen. . 

Beispiel 3: Polymerase Ketten Reaktion, PCR 

3.1 HBV Primer 

Die vier nachstehenden HBV Primer wurden verwendet: 

Primer 1 mit der 5'> 3*- Sequenz: GGGTCACCATATTCTTGGGAAC (SEQ ID NO:31) 
Primer 2 mit der 5'> 3 s - Sequenz: TATACCCAAAGACAAAAGAAAATTGG 
(SEQ ID NO:32) 

Primer 3 mit der 5'> 3'- Sequenz: GACTCGTGGTGGACTTCTCTC (SEQ ID NO:33) 
Primer 4 mit der 5'> 3'- Sequenz: TACAGACTTGGCCCCCAATACC (SEQ ID NO:34) 

3.2 PCR-Amplifikation 

Es wurde eine sogenannte nested PCR amplification des surface Antigens 
durchgefuhrt, wobei der Perkin Elmer Ampli Taq ® DNA Polymerase Kit sowie der 
Thermocycler Gene Amp ® PCR system 9700 der Fa. Perkin Elmer Applied 
Biosystems, USA verwendet wurde. 
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Die Nukleotide wurden von der Fa. Amersham Biosciences, UK bezogen. 

FQr den ersten Amplifikations-Zyklus wurden 5 pi der isolierten DNA unter 
Verwendung der oben genannten Primer 1 und 2 sowie folgenden Bedingungen 
amplifiziert: 



PCR 1 rxn 



Primer 1 (10 |jM) 


1 pi 


Primer 2 (10 mM) 


1 pi 


10fach konz. Puffer (incl. 15 pM Mg2CI) 


5 pi 


dNTPMischung(10pM) 


1 pi 


dest. Wasser 


36,75 pi 


Amp!iTaq (5 U/ pi) 


0.25 ul 



Pro Rohrchen 



plus 



45 pi Gesamtvolumen 
5 ul isolierte DNA 



50 pi Reaktionsvolumen 



Der 50 pl-Ansatz wurde unter Verwendung des beschriebenen 
Thermocyclers unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 



94° C, 1 min. / 94°C, 28 sek. - 50° C, 28 sek. - 72 ° C, 38 sek. 
(35 cycles) / 72 ° C, 5 min. / 8 °C soak. 



In der zweiten Amplifizierungsrunde wurde 5 \i\ des ersten PCR . 
Produktes weiter amplifiziert unter Verwendung der HBV Primer 3 
und 4 und folgenden Bedingungen: 
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PCR 2 rxn 



10 -fach konz. Puffer 
dNTP Mischung (10 pM) 
dest. Wasser 
Ampli Taq (5 U/ \A) 



Primer 3 (10 pM) 
Primer 4 (10 pM) 



1 \i\ 
1 Ml 
5 Mi 
1 Ml 
36,75 Ml 
0.25 ul 



Pro Rohrchen 45 pi Gesamtvolumen 

plus 5 ul PCR Produkt v.rxn 



50 Ml Reaktionsvolumen 



Dieser PCR 2 -Ansatz wurde unter Verwendung des oben beschriebenen 
Thermocyclers amplifiziert , wobei folgende Bedingungen angewendet wurden: 

94° C, 1 min. / 94°C, 28 sek. - 55° C, 28 sek. - 72 0 C, 38 sek. 
(35 cycles) / 72 0 C, 5 min. / 8 °C soak. 

Abschlieliend wurde das PCR 2 Produkt elektrophoretisch aufgetrennt (1,5% 
Agarose) unter Mitfuhren geeigneter Molekulargewichtsmarker. Die Bande mit ca. 
520 Basenpaaren wurde ausgeschnitten und mit Hilfe .des QIA quick Gel 
Extraction Kit der Fa. Qiagen, Hilden Deutschland isoiiert . 

Beispiel 4: Sequenzierung von HDB 1 1 

Das gereinigte PCR Produkt wurde von der Fa. Medigenomix, Martinsried, Deutschland mit 
Hitfe des ABl 3700 Kapillar Systems sequenziert in Verbindung mit der ABI BigDye 
Terminator Chemistry Version 1.1. und der ABI Sequencing Analysis Software Version 3.6. 
unter Verwendung der in Beispiel 3 beschriebenen Primer 3 und 4. 

Sequenzierungs-Ergebnis 

Es konnte gezeigt werden, dass das HBsAg der Probe innerhalb des sequenzierten 
Bereiches die beste Obereinstimmung der Nukleotid- und Aminosaure-Sequenz mit dem 
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Genotyp D, Subtyp ayw2 zeigt, aber in der Region der a-Determinante insgesamt 10 
Aminosaure-Substitutionen aufweist (siehe auch Abb. 2 und 5): 

HDB11: D, ayw2: 



1) 


He (I) 


gegen 103 Met (M) 


2.) 


Ala (A) 


gegen 1 14 Ser (S) 


3.) 


lie (I) 


gegen 115 Thr (T) 


4.) 


Asn (N) 


gegen 116 thr (T) 


5.) 


Asn (N) 


gegen 117 Ser (S) 


6.) 


Arg (R ) 


gegen 118 Thr (T) 


7.) 


Gin (Q) 


gegen 120 Pro (P) 


8.) 


Thr (T) 


gegen 127 Pro (P) 


9.) 


His (H) 


gegen 129 Gin (Q) 


10.) 


Tyr(Y) 


gegen 136 Ser (S) 



Zusatzlich liegt eine Aminosaure-Substitution in der Position # 96 vor: 
11.) Ala (A) gegen 96Val (V) 

' Diese Ergebnisse wurden in mehreren unabhangigen Versuchen aus verschiedenen Primar- 
Rohrchen der Blutentnahme vom 02. Okt. 2002 mit den gleichen Sequenzierungs- 
Ergebnissen reproduziert. 

Als einzige Ausnahme wurde in der ersten Analyse die Position aa# 122 als Arg R gelesen, 
wahrend die zweite Analyse eher fur Lys (K) sprach. 

Das Nukleotid-Profil lalit beide Interpretationen zu, was allerdings auch Hinweis fur das 
Vorliegen der Koexistenz zweier Hepatitis B Viren mit unterschiedlicher Subtypisierung (ad 
bzw. ay) sprechen konnte, aber an der Aminosaure-Sequenz bzw. dem Ruckschlufi auf das 
Vorhandensein einer neuen Variante mit oben genannten Aminosaure-Substitutionen nichts 
andert. 

Dies wird unter anderem aus dem negativen EIA Ergebnis geschlossen, da nennens-werte 
Mengen zirkulierenden HBsAg bekannter Struktur im Hinblick auf die sehr guten 
Nachweisgrenzen der ahgewendeten EIA Bestimmungsmethode in jedem Fall AnlalJ zu 
einem positiven EIA-Ergebnis hatte geben mOssen. 
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Die Aminosaure, die Position 122 entspricht, kann daher in den Sequenzen SEQ ID NO: 12, 
SEQIDNO:14, SEQIDNO:15, SEQIDNO:16, SEQIDNO:25, SEQ ID NO:27, 
SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:30 entweder K Oder R sein. 
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Patentansprliche: 



1 . Oligo- Oder Polypeptid umfassend 

(a) eine Aminosauresequenz, die wenigstens 78 % Identitat zu SEQJD NO:14 hat; 

(b) eine Aminosauresequenz, in der gegenQber SEQ ID NO: 14 null bis 10 Aminosauren 
substituiert, deletiert Oder inseriert sind; 

(c) eine Aminosauresequenz, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO: 12 mit wenigstens 5 
aufeinanderfolgenden Aminosauren von SEQIDNO:12 ist, wobei die Teilsequenz 
wenigstens eine der Positionen 54, 61, 72, 73, 74, 75, 76, 78, 85, 87 und 94 von 
SEQ ID NO:12 einschlielit; oder 

(d) ein Fragment eines HBs-Antigens eines Hepatitis B-Virus, wobei das Fragment eine 
LSnge von wenigstens 5 Aminosauren hat, das HBs-Antigen an Position 96 Alanin, 
an Position 103 Isoleucin, an Position 114 Alanin, an Position 115 Isoleucin, an 
Position 116 Asparagin, an Position 117 Asparagin, an Position 118 Arginin, an 
Position 120 Glutamin, an Position 127 Threonin, an Position 129 Histidin und/oder 
an Position 136 Tyrosin aufweist, und das Fragment Alanin 96, Isoleucin 103, Alanin 
114, Isoleucin 115, Asparagin 116, Asparagin 117, Arginin 118, Glutamin 120, 
Threonin 127, Histidin 129 und/oder Tyrosin 136 umfasst. 

2. Oligo- oder Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es mit Seren 
aus Individuen reagiert, die mit der Hepatitis B-Variante HDB 11 infiziert sind. 

3. Oligo- oder Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es 
eine Aminosauresequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, 
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, 
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, 
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 und SEQ ID NO:30. 

4. Oligo- oder Polynukleotid umfassend 

(a) eine Nukleotidsequenz, die wenigstens 91% Identitat zu SEQ ID NO:3 hat, 
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(b) eine Nukleotidsequenz, in der im Vergleich zu SEQ ID NO:3 null bis 13 Nukleotide 
substituiert, deletiert Oder hinzugefQgt sind, 

(c) eine Nukleotidsequenz, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO:1 mit wenigstens 8 
aufeinanderfolgenden Nukleotiden von SEQIDNO:1 ist, wobei die Teilsequenz 
wenigstens eine der Positionen 161, 183, 213, 214, 218, 221, 224, 227, 233, 234, 
239, 253, 261, 281, 294, 306, 312, 387, 405 und 408 von SEQ ID NO:1 einschlielit; 

(d) eine Nukleotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen spezifisch mit einem zu 
der Sequenz SEQ ID NO:1 komplementaren Polynukleotid hybridisiert, oder 

(e) eine Nukleotidsequenz, die fur ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der Anspruche 
1 bis 3 kodiert; 

oder ein dazu komplementares Oligo- oder Polynukleotid. 

5. Oligo- oder Polynukleotid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
Nukleotidsequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:1, 
SEQIDNO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 t SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 und SEQ ID NO:11. 

6. Oligo- oder Polynukleotid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
Lange von 10 bis 30 Nukleotiden hat. 

7. Vektor oder Plasmid enthaltend ein Oligo- oder Polynukleotid nach einem der 
Anspruche 4 bis 6. 

8. Zelle, die mit einem Vektor oder Plasmid nach Anspruch 7 transformiert oder 
transfiziert wurde. 

9. Zelle, die ein Oligo- oder Polynukleotid nach einem der Anspruche 4 bis 6 oder einen 
Vektor oder ein Plasmid nach Anspruch 7 enthalt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Oligo- oder Polypeptids nach einem der Anspruche 1 
bis 3, das umfasst, dass man eine Zelle nach Anspruch 8 oder 9 unter geeigneten 
Bedingungen kultiviert, so dass das Oligo- oder Polypeptid exprimiert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligo- oder 
Polypeptid aus den Zellen gewonnen wird und von anderen Oligo- oder Polypeptiden 
abgetrennt wird. 
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12. Antikorper, der an ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
bindet 

13. Antikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass er an HBs-Antigen 
ehthaltend ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3 bindet, aber nicht 
Oder signifikant schwacher an HBs-Antigen eines Hepatitis B-Virus Genotyp D, Subtyp ayw2. 

14. Anti-idiotypischer Antikorper, der eine Aminosauresequenz reprasentiert, wie sie in 
einem der Anspruche 1 bis 3 definiert ist. 

15. Testkit zum Nachweis von Hepatitis B-Viren, enthaltend 

(i) ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3; 

(ii) ein Oligo- oder Polynukleotid nach einem der AnsprQche 4 bis 6; und/oder 

(iii) einen Antikorper nach einem der AnsprQche 12 bis 14. 

16. Immunogenes Peptid oder Mischung immunogener Peptide, enthaltend ein oder 
mehrere Oligo- oder Polypeptide nach einem der Anspruche 1 bis 3 alleine oder in 
Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 

17. Verfahren zum Nachweis eines Hepatitis B-Antigens, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) eine Probe mit einem Antikorper nach Anspruch 12 oder 13 unter Bedingungen 
inkubiert wird, die die Bildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes gestatten; und 

(b) ein Antigen-Antikorper-Komplex, der den Antikorper enthalt, nachgewi'esen wird. 

18. Verfahren zum Nachweis von Antikorpern, die gegen ein Hepatitis B-Antigen gerichtet 
sind, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) eine Probe mit einem Oligo- oder Polypeptid nach einem der AnsprQche 1 bis 3 unter 
Bedingungen inkubiert wird, die die Bildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes 
gestatten; und 

(b) der Antikorper-Antigen-Komplex, der das Oligo- oder Polypeptid enthalt, 
nachgewiesen wird. 

19. Verfahren zum Nachweis einer Hepatitis B-Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, 
dass 
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(a) eine Probe mit einem Oligo- oder Polynukleotid nach einem der AnsprQche 4 bis 6 
unter Bedingungen inkubiert wird, die die selektive Hybridisierung des Oligo- oder 
Polynukleotids mit einer Hepatitis B-Nukleinsaure in der Probe gestatten; und 

(b) bestimmt wird, ob Polynukleotidduplexe gebildet wurden, die das Oligo- oder 
Polynukleotid umfassen. 

20. Verfahren zum Nachweis einer Hepatitis B-Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) eine Probe mit wenigstens einem Oligo- oder Polynukleotid nach einem der 
Anspruche 4 bis 6 unter Bedingungen inkubiert wird, die die selektive Hybridisierung 
des Oligo- oder Polynukleotids mit einer Hepatitis B-Nukleinsaure in der Probe 
gestatten; 

(b) eine Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt wird; und 

(c) bestimmt wird, ob eine Nukleinsaure amplifiziert wurde. 

21. Verwendung eines Oligo- oder Polynukleotids nach einem der Anspruche 4 bis 6 als 
Primer. 

22. Verwendung eines Oligo- oder Polynukleotids nach einem der Anspruche 4 bis 6 als 
Sonde. 

23. Isoliertes Hepatitis B-Virus, das ein HBs-Antigen aufweist, das eine 
Aminosauresequenz mit wenigstens 93 % Identitatzu SEQ ID NO:12 umfasst. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Dade Behring Marburg GmbH 

<120> Neue Oberf laechenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 
<130> MA 1251 

<150> DE 10328139.8 
<151> 2003-06-20 

<160> 34 

<170> Patentln version 3.2 

<210> 1 
<211> 462 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<4.00> 1 

gggggaacta ccgtgtgtct tggccaaaat tcgcagtccc caacctccaa tcactcacca 60 
acctcctgtc ctccaacttg tcctggttat cgctggatgt gtctgcggcg ttttatcatc 120 
ttcctcttca tcctgctgct atgcctcatc ttcttgttgg ctcttctgga ctatcaaggt 180 
atattgcccg tttgtcctct aattccagga tctgcaatca acaacagggg acaatgcaaa 240 
acctgcacga ctactgctca cggaacctct atgtatccct actgttgctg taccaaacct 300 
tcggacggaa attgcacctg tattcccatc ccatcatcct gggctttcgg aaaattccta 360 
tgggagtggg cctcagcccg tttctcctgg ctcagtttac tagttccctt tgttcagtgg 420 
ttcgtagggc tttcccccac tgtttggctt tcagttatat gg 4 62 



<210> 2 
<2U> 84 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 2 

ttcttgttgg ctcttctgga ctatcaaggt atattgcccg tttgtcctct aattccagga 60 
tctgcaatca acaacagggg acaa . 84 



<210> 3 
<211> 144 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 3 

ttcttgttgg ctcttctgga ctatcaaggt atattgcccg tttgtcctct aattccagga 60 
tctgcaatca acaacagggg acaatgcaaa acctgcacga ctactgctca cggaacctct 120 
atgtatccct actgttgctg tacc 144 



<210> 4 
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<211> 66 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus . 
<400> 4 

caaggtatat tgcccgtttg tcctctaatt ccaggatctg caatcaacaa caggggacaa 
tgcaaa 



<210> 5 
<211> 120 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 5 

caaggtatat tgcccgtttg tcctctaatt ccaggatctg caatcaacaa caggggacaa 
tgcaaaacct gcacgactac tgctcacgga acctctatgt atccctactg ttgctgtacc 



6 

15 
DNA 

Hepatitis B virus 
<4O0> 6 

gcaatcaaca acagg 



<210> 7 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<4 0O> 7 

gcaatcaaca acaggggaca a 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



<210> 8 
<211> 27 
<212> DMA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 8 

gcaatcaaca acaggggaca atgcaaa • 



<210> 9 
<211> 48 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 9 

gcaatcaaca acaggggaca atgcaaaacc tgcacgacta ctgctcac 



<210> 10 

<211> 81 

<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 



<400> 10 
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gcaatcaaca acaggggaca atgcaaaacc tgcacgacta ctgctcacgg aacctctatg 60 
tatccctact gttgctgtac c 81 



<210> 11 

<211> 60 

<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 11 

tgcaaaacct gcacgactac tgctcacgga acctctatgt atccctactg ttgctgtacc 60 

<210> 12 

<211> 154 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 12 

Gly Gly Thr Thr Val Cys Leu Gly Gin Asn Ser Gin Ser Pro Thr Ser 
1 5 . 10 15 



Asn His Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Thr Cys Pro Gly Tyr Arg Trp 
20 25 30 



Met Cys Leu Arg Arg Phe He He Phe Leu Phe He Leu Leu Leu Cys 
35 40 45 



Leu He Phe Leu Leu Ala Leu Leu Asp Tyr Gin Gly He Leu Pro Val 
50 55 60 



Cys Pro -Leu He Pro Gly Ser Ala He Asn Asn Arg Gly Gin Cys Lys 
65 70 75 80 



Thr Cys Thr Thr Thr Ala His Gly Thr Ser Met Tyr Pro Tyr Cys Cys 
85 90 95 



Cys Thr Lys Pro Ser Asp Gly Asn Cys Thr Cys He Pro He Pro Ser 
100 105 110 



Ser Trp Ala Phe Gly Lys Phe Leu Trp Glu Trp Ala Ser Ala Arg Phe 
115 120 125 



Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Gin Trp Phe Val Gly Leu 
130 135 140 



Ser Pro Thr Val Trp Leu Ser Val He Trp 
145 " 150 



<210> 13 
<211> 28 
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<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 13 

Phe Leu Leu Ala Leu Leu Asp Tyr Gin Gly lie Leu Pro Val Cys Pro 
1 5 10 .15 



Leu lie Pro Gly Ser Ala lie Asn Asn Arg Gly Gin 
20 25 



<210> 'l4 
<211> 48 
<2I2> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 14 

Phe Leu Leu Ala Leu Leu Asp Tyr Gin Gly lie Leu Pro Val Cys Pro 
15 10 15 



Leu He Pro Gly Ser Ala He Asn Asn Arg Gly Gin Cys Lys Thr Cys 
20 25 30 



Thr Thr Thr Ala His Gly Thr Ser Met Tyr Pro Tyr Cys Cys Cys Thr 
35 40 45 



<210> 15 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 15 

Gin Gly He Leu Pro Val Cys Pro Leu He Pro Gly Ser Ala He Asn 
1 5 10 15 



Asn Arg Gly Gin Cys Lys 
20 



<210> 16 

<211> 40 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 



<400> 16 

Gin Gly He Leu Pro Val Cys Pro Leu He Pro Gly Ser Ala He Asn 
1 5 10 15 



Asn Arg Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr Thr Ala His Gly Thr Ser 
20 25 30 



Met Tyr Pro Tyr Cys Cys Cys Thr 
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35 40 



<210> 17 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 17 

Ala lie Asn Asn Arg 
1 5 



<210> 18 

<211> 5 

<212> PRT' 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 18 

He Pro Gly Ser Ala 
1 5 



<210> 19 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 19 

Pro Gly Ser Ala He 
1 5 



<210> 20 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis 3 virus 

<400> 20 

Gly Ser Ala He Asn 
1 5 



<210> 21 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 21 

Ser Ala He Asn Asn 
1 5 



<210> 22 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
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<400> 22 



lie Asn Asn Arg Gly 
1 5 



<210> 23 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400>' 23 

Asn Asn Arg Gly Gin 
1 5 



<210> 24 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 24 

Asn Arg Gly Gin Cys 
1 5 



<2\0> 25 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 25 

Arg Gly Gin Cys Lys 
1 5 



<210> 26 
<211> 7 
<212> PRT • 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 26 

Ala lie Asn Asn Arg Gly Gin 



<400> 27 

Ala lie Asn Asn Arg Gly Gin Cys Lys 



1 



5 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



27 
9 

PRT 

Hepatitis B virus 



1 



5 



<210> 28 
<211> 16 
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<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 28 

Ala He Asn Asn Arg Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr Thr Ala His 
1 ' 5 10 15 



<210> 29 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 29' 

Ala He Asn Asn Arg Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr Thr Ala His 
15 10 15 



Gly Thr Ser Met Tyr Pro Tyr Cys Cys Cys Thr 
20 25 



<210> 30 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 30 

Cys Lys Thr Cys Thr Thr Thr Ala His Gly Thr Ser Net Tyr Pro Tyr 
1 5 10-15 



Cys Cys Cys Thr 
20 



<210> 31 

<211> 22 

<212>- DMA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 1 

<400> 31 

gggtcaccat attcttggga ac 22 



<210> 32 

<2l'l> 26 

<212> DNA 

<2I3> Artificial 

<220> 

<223> Primer 2 



Sequence 



<400> 32 

tatacccaaa gacaaaagaa aattgg 



26 
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<210> 33 
<21i> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 3 
<400> 33 

gactcgtggt ggacttctct c 21 



<210> 34 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 4 



<400> 34 

tacagacttg gcccccaata cc 



22 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte^^onal Application No 

PCT/EP2004/006516 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC. 7 C07K14/02 G01N33/53 A61K39/29 



According-to International Patent -Classification (IPC) or to bolh national classification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED , ~~ 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPG ;7 C07K G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal , Sequence Search, BIOSIS, PAJ, WPIData, EMBASE, MEDLINE. CHEM ABS 
Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DATABASE EMBL Large S protein (fragment) 

1 February 1997 (1997-02-01), 

XP002297050 

retrieved from EBI 

Database accession no. Q96841 

abstract 

DATABASE EMBL Hepatitis B virus s gene 

27 June 2003 (2003-06-27), 

XP002297051 

retrieved from EBP 

Database accession no. AB104715 

abstract 



1,2,15, 
16,18 



4,19,22 



V- 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories ol cited documents : 

•A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earlier document but published on or after the International 

fifing date 

document which may throw doubts on priority clalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■p" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
ciled to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document ol particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document is taken £ 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the International search 



21 September 2004 



Date of mailing of the international search report 

08/10/2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HVRijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 €51 epo ni, 
Fax: (+31-70) 340-301S 



Authorized officer 



Voigt, H 



Form PCT/fSA/210 (second 8hee!)<Januory 2004) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



ional Application No 

PCT/EP2004/006516 



C(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DATABASE EMBL Hepatitis B virus DNA 

complete sequence 

10 July 2000 (2000-07-10), , 

XP002297066 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF280817 

abstract 

DATABASE EMBL Hepatitis B virus partial S 

gene 6 January 2001 (2001-01-06), 

TIGEN: 

XP002297056 

retrieved from EBI 

Database accession no. AJ297881 

abstract , 

DATABASE EMBL Hepaptitis B virus strain 

926h preS2-S protein 

6 February 2000 (2000-02-06), . 

XP002297053 

retrieved from EBI 

Database accession no. AF214660 

abstract 

& B0RCHANI-CHABCH0UB I ET AL: "Genotyping 
of Tunisian hepatitis B virus isolates 
based on the sequencing of preS2 and S 
regions" MICROBES AND INFECTION, ELSEVIER, 
PARIS, FR, 

vol. 2, no. 6, May 2000 (2000-05), pages 
607-612, XP002229227 
ISSN: 1286-4579 



4,19,22 



4,19,22 



4,19,22 



7-11 



CARMAN W F ET AL: "FULMINANT REACTIVATION 
OF HEPATITIS B DUE TO ENVELOPE PROTEIN 
MUTANT THAT ESCAPED DETECTION BY 
MONOCLONAL HBSAG ELISA" 
LANCET THE, LANCET LIMITED. LONDON, SB, 
vol. 345, no. 8962, 

3 June 1995 (1995-06-03), pages 1406-1407, 
XP002041203 
ISSN: 0140-6736 
the whole document 

WEINBERGER KLAUS M ET AL: "High genetic 

variability of the group-specific 

a-determinant of hepatitis B virus surface 

antigen (HBsAg) and the corresponding 

fragment of the viral polymerase in 

chronic virus carriers lacking detectable 

HBsAg in serum" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 

vol. 81, no. 5, May 2000 (2000-05), pages 

1165-1174, XP002297178 

ISSN: 0022-1317 

the whole document 

-/- 



1-22 



1-22 



Form PCT/lSA/210<cont!nuation oS-eecond sheet) -(January 2004) 



page 2 of 3 



1NIERNATIONAL SEARCH REPORT lnt6 | on0lAppl[cationNo 

PCT/EP2004/006516 


C.{Continuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


■Category 9 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages f 


Relevant to claim No. 


A. 


CHIOU H-L ET AL: "Altered antigenicity of 
'a' determinant variants of hepatitis B 
virus" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, SOCIETY FOR 
GENERAL MICROBIOLOGY, READING, GB, 
vol. 78, 1997, pages 2639-2645, 
XP002174817 
ISSN: 0022-1317 
the whole document 


1-22 



Form 9 CT/1SA/210<continuaWon of second sheet) {January 2004) 



page 3 of 3 



INTERNATION/^R RECHERCHENBERICHT 



Inte^^onalea Aktenzeichen 

PCT/EP2004/OO6516 



A. KLASSIFIZ1ERUNG des anmeldungsgegenstandes .„ 
IPK 7 C07K14/02 G01N33/53 A61K39/29 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der natlonalen Klasslflkatton und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Pecherchisrtor MindcstprOfstoff (Massif ikationssystem und Kla6sifikat|onssymbole ) 

IPK 7 C07K G01N 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit dlese unter die recherchierten Gebiete fallen 



WShrend der internaiionaien Recherche konsultierte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegrifte) 

EPO-Internal, Sequence Search, BIOSIS, PAJ, WPI Data, EMBASE, MEDLINE, CHEM ABS 
Data 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorte 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der In Betracht kommanden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL Large S protein (fragment) 

1. Februar 1997 (1997-02-01), 

XP002297050 

gefunden im EBI 

Database accession no. Q96841 

Zusammenfassung 

DATABASE EMBL Hepatitis B virus s gene 
27. Ouni 2003.(2003-06-27), 
XP002297051 
gefunden 1m EBI 

Database accession no. AB104715 
Zusammenfassung 



1,2,15, 
16,18 



4,19,22 



v Weitero Veroffentlichungen sind der Forisetzung von Fold C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patenifamille 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A* Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E* aiteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veraffentlicht worden 1st 

"L" VerOffentllchung, die geeignet 1st, einen Prioritatsanspruch zwelfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VeroffentOchungsdatum einer 
anderen 1m Recherchenberfcht genannten Verdffentlichung belegt warden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf elne mflndliche Offenbarung, 

elne Benutzung, elne Aussteilung Oder andere MaGnahmen bezleht 
"P" Verfiffenllichung, die vor dem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prloritatsdatum veroffentlicht worden 1st 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden 1st und mit der 
Anmeldung nicht kollldiert, sondern nur zum Verstfindnls des der 
Erflndung zugrundellegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorle angegeben Isf 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchteErfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tfttigkeit baruhend betrachtet werden 

■Y" Ver6fientlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet 
werden, v/enn die Verdffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
VerdffentGchungen dieser Katcgorie In Verbindung qebrachl wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheltegend ist 

"&• Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



21. September 2004 



Absendadatum des intemationalen Recherchenb orients 



08/10/2004 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
EuropaJsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-204O, Tx. 31 S51 epo nl, 
Fax: -(+31-70) 340-3016 



BevollmSchtigter Bedienstater 

Voigt, H 



Formblalt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Januar 2004) 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONALE* RECHERCHENBERICHT 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Inte^^onales Aktenzelchen 

PCT/EP2004/006516 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlfchung. sov/elt erforderllch unter Angabe cfer in Beiracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL Hepatitis B virus DNA 

complete sequence 

10. Juli 2000 (2000-07-10), 

XP002297066 

gefunden 1m EBI 

Database accession no. AF280817 
Zusammenfassung 

DATABASE EMBL Hepatitis B virus partial S 

gene 6. Januar 2001 (2001-01-06), 

TIGEN: 

XP002297056 

gefunden im EBI 

Database accession no. AJ297881 
Zusammenfassung 

DATABASE EMBL Hepaptitis B virus strain 

926h preS2-S protein 

6. Februar 2000 (2000-02-06), 

XP002297053 

gefunden 1m EBI 

Database accession no. AF214660 
Zusammenfassung 

& B0RCHANI-CHABCHOUB I ET AL: "Genotyplng 
of Tunisian hepatitis B virus Isolates 
based on the sequencing of preS2 and S 
regions" MICROBES AND INFECTION, ELSEVIER, 
PARIS, FR, 

Bd. 2, Nr. 6, Hal 2000 (2000-05), Seiten 
607-612, XP002229227 
ISSN: 1286-4579 



4,19,22 



4,19,22 



4,19,22 



7-11 



CARMAN W F ET AL: "FULMINANT REACTIVATION 

OF HEPATITIS B DUE TO ENVELOPE PROTEIN 

MUTANT THAT ESCAPED DETECTION BY 

MONOCLONAL .HBSAG ELISA" 

LANCET THE, LANCET LIMITED. LONDON, GB, 

Bd. 345, Nr. 8962, 

3. Ouni 1995 (1995-06-03), Seiten 

1406-1407, XP002041203 

ISSN: 0140-6736 

das ganze Dokument 

WEINBERGER KLAUS M ET AL: "High genetic 

variability of the group-specific 

a-determinant of hepatitis B virus surface 

antigen (HBsAg) and the corresponding 

fragment of the viral polymerase in 

chronic virus carriers lacking detectable 

HBsAg in serum" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 

Bd. 81, Nr. 5, Mai 2000 (2000-05), Seiten 

1165-1174, XP002297178 

ISSN: 0022-1317 

das ganze Dokument 



1-22 



1-22 



-/- 



FormbJall PCT/lSA£10.(Fartsotzijng von Blatt 2) {Januar 2004) 



Seite 2 von 3 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



inter4fe>na1es Aktenzeichen 

PCT/EP2004/0085i6 



Kategorie" ' Bezeichnung der VerOffentli Chung, soweit erford&rlich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



8 etc Anspruch Nr. 



CHIOU H-L ET AL: "Altered antigenicity of 
'a' determinant variants of hepatitis B 
virus" 

JOURNAL -OF GENERAL VIROLOGY', SOCIETY FOR 
GENERAL MICROBIOLOGY, READING, GB, 
Bd. 78, 1997, Seiten 2639-2645, 
XP002174817 
ISSN: 0022-1317 
das ganze Dokument 



1-22 



Formbtatt PCTYISA/210 (Fortsoteung von Btatt 2) <Januar2004) 



Seite 3 von 3 



